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Die Ätiologie und Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis (RA) sind bisher nur in 
Ansätzen aufgeklärt. Deshalb sind genauere Untersuchungen im Tiermodell von 
großer Bedeutung. 
In einem von unserer Arbeitsgruppe kürzlich entwickelten Modell wurde durch 
einmalige Gabe von Glukose-6-Phospat Isomerase (G6PI) in suszeptiblen 
Mausstämmen eine Arthritis induziert. Durch den definierten Krankheitsverlauf und 
die histologischen Ähnlichkeiten zur RA im Menschen eignet sich dieses Modell für 
funktionelle Untersuchungen besonders gut.  
In der vorliegenden Arbeit habe ich die Rolle der Kostimulation durch ICOS-ICOSL 
Interaktionen für die Pathogenese der G6PI-Arthritis näher beleuchtet. Dazu wurden 
DBA/1 Mäuse mit G6PI immunisiert und frühzeitig mit einem blockierenden 
anti-ICOSL Antikörper behandelt. Dabei zeigte sich ein deutlich milderer Verlauf der 
Arthritis in den behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe. Im 
histologischen Bild der entzündlich veränderten Gelenke waren in den mit 
anti-ICOSL Antikörper behandelten Tieren deutlich weniger granulozytäre und 
mononukleäre Infiltrate, sowie geringere destruktive Veränderungen sichtbar.  
 
Diese eindrucksvollen, im klinischen und histologischen Bild, sichtbaren Effekte der 
anti-ICOSL Blockade führten zur Frage nach potentiell zu Grunde liegenden 
Mechanismen. Daher wurden die Antikörperantwort und die T-Zellantwort in den 
behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe untersucht. 
Für den in sekundären Keimzentren induzierten Antikörperklassenwechsel spielt die 
Interaktion zwischen ICOS-ICOSL eine Rolle. Deshalb wurden G6PI spezifische 
Isotypantikörper der Subklassen IgM, IgG1, IgG2a, IgG2b und IgG3 nach 
Immunisierung im Serum bestimmt, wobei sich die gemessenen Titer der anti-ICOSL 
behandelten Gruppe und der Kontrollgruppe nicht deutlich unterschieden. Dieses 
Ergebnis wies darauf hin, dass die Antikörperproduktion der B-Zellen vermutlich nicht 
ursächlich für die deutlichen klinischen Effekte war. 
Daneben wurde der Einfluss der Blockade von ICOS in Bezug auf die 
antigenspezifische Proliferation von Milzzellen untersucht, wobei sich kein deutlicher 





Für eine weitergehende Charakterisierung der Immunantwort wurden einige 
pathogeneserelevante proinflammatorische Zytokine quantitativ mit Hilfe der 
ELISA-Technik bestimmt. Dabei zeigte sich nur für IL-17 eine deutlich verminderte 
Zytokinproduktion in der Gruppe der behandelten Mäuse im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. Da IL-17 ein wichtiges Zytokin in der Pathogenese der Arthritis 
darstellt, erfolgte eine detaillierte Analyse der Zytokinproduktion auf Einzelzellebene 
mittels Durchflusszytometrie im Zeitverlauf bis Tag 40 nach G6PI Immunisierung. 
Neben IL-17 wurde zusätzlich auch das für die Arthritispathogenese wichtige Zytokin 
TNF-α untersucht. Über den gesamten Zeitraum konnte eine deutlich verminderte 
IL-17 Produktion der behandelten Tiere nachgewiesen werden, jedoch zeigte sich 
kein Unterschied bei der Produktion von TNF-α.  
Die Unterschiede der IL-17 Produktion könnten eine Ursache für die deutlich 
sichtbaren klinischen  Effekte der ICOS-ICOSL Blockade sein. Aus diesen viel 
versprechenden Ergebnissen lassen sich eventuell Ansatzpunkte für neue 








2.1  Rheumatoide Arthritis 
 
2.1.1 Ätiologie und Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis 
Allgemeines 
Weltweit sind ungefähr 0,5 bis 1 % der Bevölkerung von Rheumatoider Arthritis (RA), 
der häufigsten Erkrankung des entzündlich rheumatischen Formenkreises,  betroffen 
(Firestein 2003). Allein in Deutschland leben 800.000 RA Patienten (Mittendorf et al. 
2004). Der Beginn der RA liegt durchschnittlich bei 40 Jahren, wobei 2/3 der 
Betroffenen Frauen sind (Feldmann 2002). 
Durch ihren chronischen Verlauf, die destruktive Veränderungen der betroffenen 
Gelenke und die daraus resultierende Funktionseinschränkung kann die RA zu einer 
ständigen Abnahme an Lebensqualität, bis hin zu Arbeitsunfähigkeit führen (Chorus 
et al. 2003, Lapsley et al. 2002).  
 
Die Rheumatoide Arthritis ist eine chronisch-entzündliche, in der Regel progredient 
verlaufende Systemerkrankung, die bevorzugt bilateral-symmetrisch die Fingermittel- 
und Fingergrundgelenke, Handgelenke, Ellenbogen, Schultergelenke, HWS, Knie-, 
Sprung- und Zehengelenke betrifft (Gromnica-Ihle et al. 2001). Bei 50 % der 
Patienten treten neben der Synovitis im Gelenk auch extraartikuläre Manifestationen 
wie Rheumaknoten (subkutane Granulome) oder Amyloidosen auf (Turesson et al. 





Abb. 1: Rheumatoide Veränderungen der 
Hand. Die chronische Entzündung der 
metacarpophalangealen Gelenke führt zu 
Deformation der Hände mit einer Deviation der 






Trotz intensiver Forschung in den letzten Jahrzehnten sind sowohl Ursache als auch 
Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis noch weitgehend ungeklärt, die bereits 














Abb. 2: Schematische Darstellung eines gesunden Gelenks und seine Veränderung 
bei RA. Unter physiologischen Bedingungen a) setzt sich die Synovialmembran aus einer 
dünnen Schicht von 1-3 Synoviozyten zusammen. Mit Ausnahme des Knorpels bedeckt sie 
alle intraartikulären Strukturen. Bei der RA kommt es zur Entzündung der Synovialmembran 
b) und einer massiven Infiltration von T-, B- und Plasmazellen, von dentritischen Zellen, 
Makrophagen und Mastzellen, sowie eine Gefäßneubildung kann beobachtet werden. Die 
synoviale Zellschicht hyperplasiert, die Synovialmembran erweitert sich und bildet Zotten. 
Der destruktive Anteil der Synovialmembran wird als Pannus bezeichnet. Durch Freisetzung 
von Zytokinen kommt es zum proteolytischen Knorpelabbau durch Synoviozyten und 
Chondrozyten sowie zu Knochendestruktion durch Osteoklasten. (Leicht verändert aus: 
(Smolen und Steiner 2003)) 
 
 
B-Zellen in der Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis 
B-Zellen scheinen in der Pathogenese der RA eine bedeutende Rolle zu spielen, da 
eine Depletion der B-Zellen mit CD20 Antikörper (Rituximab®) eine therapeutische 
Wirksamkeit zeigt (De Vita et al. 2002). Weiterhin finden sich bei über 80 % aller 
Betroffenen Rheumafaktoren im Serum (Firestein 2003). Rheumafaktoren sind vor 
allem IgM Antikörper, die den Fc-Teil des IgG Antikörpers erkennen. Jedoch sind 
diese nicht spezifisch für die Rheumatoide Arthritis, da sie unter anderem bei 
Patienten mit Sjögren Syndrom oder Tuberkulose auftreten können (Fan und Leong 
2007, Bongartz et al. 2006). Es wird angenommen, dass Rheumafaktoren an der 

























begünstigen, indem sie das Komplementsystem aktivieren und somit die 
Zytokinsynthese fördern (Dorner et al. 2004). Die Anwesenheit von Rheumafaktoren 
im Serum wird seit langer Zeit als diagnostischer Marker für die Rheumatoide 
Arthritis eingesetzt (Firestein 2003). Daneben können noch weitere Autoantikörper 
nachgewiesen werden, wie z.B. gegen Kollagen Typ II, Hitze-Schock Protein oder 
hnRNP-33 (RA33) (Steiner et al. 2002). Das alleinige Vorhandensein der 
Autoantikörper ist jedoch nicht spezifisch für die Rheumatoide Arthritis. 
Möglicherweise existieren spezifischere Antikörper gegen citrullierte Antigene in 
Patienten mit RA (Union et al. 2002).  
Zusammenfassend gibt es eine Reihe von Hinweisen darauf, dass B-Zellen in der 
Pathogenese der RA eine wichtige Rolle spielen, jedoch sind die genauen 
Mechanismen noch weitestgehend ungeklärt (McInnes und Schett 2007). 
 
T-Zellen und Zytokine in der Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis 
Obwohl die Immunkomplextheorie viele der Reaktionen bei einem akut entzündlichen 
Geschehen erklären kann, sind auch T-Zellen in entzündlichen Gelenksinfiltraten 
nachweisbar (Firestein 2003). Experimentell konnten in den letzten 30 Jahren 
Hinweise dafür gefunden werden, dass CD4+ T-Zellen an den Entzündungs-
prozessen bei der RA entscheidend beteiligt sind (Firestein 2003). Dabei konnte eine 
starke Assoziation zwischen einem speziellen HLA-DR Haplotyp und der 
Rheumatoiden Arthritis nachgewiesen werden (McInnes und Schett 2007, Jawaheer 
et al. 2002). Schon lange ist es möglich, T-Zell assoziierte Zytokine, wie 
beispielsweise IL-1, IL-6, IL-15, IL-18, TNF-α und verschiedene Chemokine, in 
entzündeten Gelenken von RA Patienten nachzuweisen (Firestein 2003, McInnes 
und Schett 2007). Diese Zytokine werden vor allem von Makrophagen und 
Synoviozyten produziert und spielen für die Pathogenese eine wichtige Rolle. 
So konnten Lipsky et al. zeigen, dass nach TNF-α Blockade der Verlauf der RA 
verlangsamt bzw. die Progression der Knochen- und Gewebszerstörung verhindert 
werden kann (Lipsky et al. 2000).  
Auch von T-Zellen produzierte proinflammatorische Zytokine wie IFN-γ und IL-17 
konnten in Gelenken detektiert werden (Firestein 2003). Bei IL-17 handelt es sich um 
ein kürzlich beschriebenes Zytokin, welches im Synovium und in der 




et al. 1999). Die klinische Studie zur therapeutischen Wirkung von IL-17 befindet sich 
derzeit in Phase I (McInnes und Schett 2007).  
 
 
2.2  Tiermodelle  
 
Bei der RA handelt es sich um einen Symptomkomplex, wobei Ätiologie und 
Pathogenese noch immer weitestgehend ungeklärt sind. Deshalb sind die 
zahlreichen experimentellen Tiermodelle für die Rheumaforschung von essentieller 
Bedeutung, denn sie bieten die Möglichkeit, den Einfluss bestimmter Gene und 
Mechanismen gezielt zu untersuchen und neue Therapieansätze zu testen. Die 
daraus gewonnen Ergebnisse bieten Möglichkeiten für die Untersuchung an 
humanem Material von RA Patienten. 
Im Folgenden sollen die Wichtigsten dieser Modelle genauer vorgestellt werden. 
 
Die G6PI induzierte Arthritis 
In suszeptiblen Mausstämmen, wie beispielsweise DBA/1 Mäusen, kann durch 
einmalige Immunisierung mit rekombinanter humaner Glukose-6-Phosphat 
Isomerase (G6PI) in komplettem Freundschen Adjuvanz (CFA) eine monophasische 
Arthritis induziert werden (Schubert et al. 2004). Dabei beginnt die Entzündung der 
Karpal- und Metakarpalgelenke bzw. Tarsal- und Metatarsalgelenke, sowie der 
proximalen und distalen Interphalangealgelenke neun bis zehn Tage nach der 
Immunisierung. Histologisch sind die schwersten Anzeichen der Entzündung um den 
Tag 15 zu beobachten. Klinisch zeigt sich eine deutliche Schwellung und Rötung der 
Mauspfoten im Bereich der Karpal- und Metakarpalgelenke bzw. Tarsal- und 
Metatarsalgelenke. Nach etwa 30 Tagen klingt die Entzündung ab, was sich auch im 




Nachdem die Antigen-induzierte Arthritis (AIA) bereits im Kaninchenmodell von 
Dumonde und Glynn 1962 induziert werden konnte (Dumonde und Glynn 1962), 
wurden später auch andere Tierarten, wie beispielsweise Mäuse, erfolgreich 




wird selbiges Antigen intraartikulär appliziert, wodurch eine lokale Arthritis des 
entsprechenden Gelenks ausgelöst wird (Brackertz et al. 1977), (Lens et al. 1984). 
 
Das am besten untersuchte Arthritismodell ist die Kollagen-induzierte Arthritis (CIA), 
welche zunächst um 1977 an Ratten etabliert werden konnte (Trentham et al. 1977). 
Zwischenzeitlich wurde dieses Modell für die Maus adaptiert, wobei zumeist aus 
Hühnern oder Rindern isoliertes Kollagen Typ II (CII) verwendet wurde. Nach 
mehrmaliger Gabe des Antigens in Freundschem Adjuvanz entwickeln suszeptible 
Mausstämme eine schwere progredient verlaufende Polyarthritis (Luross und 
Williams 2001, Brand et al. 2003).  
Nachteilig bei diesem Modell ist jedoch der variable Krankheitsverlauf. Dieser hängt 
sowohl vom verwendeten Mausstamm, der Herkunft des Antigens als auch weiteren 
exogenen Faktoren (z.B. Tierhaltung) ab (Breban et al. 1993). 
 
Ein weiteres Arthritismodell ist die Streptokokkenzellwand-induzierte Arthritis. Zur 
Induktion der Arthritis werden Zellwandbestandteile des Bakteriums Streptokokkus 
pyogenes intraartikulär appliziert. Durch fünfmalige Wiederholungen im Abstand von 
je einer Woche wird eine chronische destruktive Arthritis mit stärkerer 
T-Zellbeteiligung induziert (Lubberts et al. 2005). 
 
Durch gentechnische Methoden existieren einige transgene oder knockout 
Tiermodelle von spontan auftretenden Arthritiden. Beispielsweise entwickeln 
transgene Mäuse, die das humane TNF-α überexprimieren (Li und Schwarz 2003, 
Keffer et al. 1991). Auch in IL-1 Rezeptorantagonist knockout Tieren (IL-1RA-/-) 
entsteht spontan eine Arthritis (Horai et al. 2000). Eine Mutation im gp130 Molekül 
der Signaltransduktion führt zu einer gesteigerten Reaktionsfähigkeit der Zellen auf 
IL-6, wodurch sich eine Arthritis manifestiert (Atsumi et al. 2002).  
Sakaguchi et al. beschrieben kürzlich einen Mausstamm mit einer Mutation im 
ZAP-70-Gen, welche zu einer gestörten Selektion von T-Zellen im Thymus führte 
(SKG Modell). Diese Mäuse entwickeln ein Krankheitsbild, das der Rheumatoiden 
Arthritis des Menschen sehr ähnelt. Es kommt in konventioneller Tierhaltung zu einer 
chronisch progredienten Arthritis mit Ausbildung von Rheumaknoten und weiteren 





Die Grundlage für die Experimente zur G6PI induzierten Arthritis lieferte das K/BxN 
Modell. Für dieses Modell wurden Mäuse gezüchtet, die einen transgenen 
T-Zellrezeptor exprimieren, der mit einem Epitop der Glukose-6-Phosphat Isomerase 
kreuzreagiert. Wenn diese mit NOD Mäusen, die MHC-IIg7 exprimieren, gekreuzt 
werden, dann manifestiert sich in der F1-Generation (K/BxN) im Alter von drei bis 
vier Wochen eine chronisch progrediente Arthritis (Kouskoff et al. 1996). Wird durch 
Transfer von Serum dieser erkrankten F1-Tiere in Empfängertiere zahlreicher 
untersuchter Mausstämme eine Arthritis induziert, verläuft diese nicht chronisch, 
sondern heilt nach ungefähr zwei Wochen wieder aus (Korganow et al. 1999). 
Erstmalig konnte in diesem Modell gezeigt werden, dass eine Immunreaktion gegen 
ein ubiquitär exprimiertes Antigen zu einer organspezifischen Erkrankung führt.  
 
Rolle der Antikörper im Tiermodell 
Für die Pathogenese der Rheumatoiden Arthritis ist das Zusammenspiel von B- und 
T-Zellen, sowie Zellen des angeborenen Immunsystems von entscheidender 
Bedeutung. Um den Einfluss von B-Zellen zu untersuchen, kann man µMT Mäuse 
des entsprechenden genetischen Hintergrunds, in denen sich keine reifen B-Zellen 
ausbilden, verwenden. So entwickelte sich nach G6PI Immunisierung in µMT 
Mäusen im Vergleich zu den Wildtyptieren keine Arthritis (Bockermann et al. 2005). 
Auch im K/BxN Modell zeigten µMT Mäuse im Vergleich zur Kontrollgruppe keine 
Krankheitszeichen (Kouskoff et al. 1996). 
Serumtransferexperimente im K/BxN Modell waren erfolgreich. Die induzierte 
Arthritis verläuft allerdings nicht chronisch und klingt schon nach ungefähr 15 Tagen 
wieder ab (Korganow et al. 1999). Im Modell der CIA konnte ebenfalls durch 
Serumtransfer in Empfängertiere eine Arthritis ausgelöst werden (Holmdahl et al. 
1990). Durch weitergehende Experimente wurde in beiden Modellen gezeigt, dass 
für eine Induktion der Arthritis eine Kombination von unterschiedlichen, 
aufgereinigten antigenspezifischen Immunglobulinsubklassen von entscheidender 
Bedeutung ist (Terato et al. 1992), (Matsumoto et al. 1999). Im Modell der G6PI 
induzierten Arthritis gelang es bisher nicht, durch Serumtransfer oder durch Transfer 
von antigenspezifischen Antikörperkombinationen eine Arthritis auszulösen 
(T. Kamradt und D. Schubert, persönliche Mitteilung). 
Diese Ergebnisse lassen sich dahingehend interpretieren, dass zwischen der Rolle 




werden muss. Offensichtlich haben in einigen Arthritismodellen, wie beispielsweise 
der G6PI Arthritis, Antikörper keine entscheidende Bedeutung für die Entwicklung der 
Erkrankung, während B-Zellen in bisher nicht näher spezifizierten Funktionen 
pathogenetisch relevant sind. In einigen Arthritismodellen ist die humorale Seite des 
Immunsystems nicht von primärer Relevanz, so dass in diesen keine 
entsprechenden Untersuchungen durchgeführt wurden. 
 
 
Rolle der Zytokine im Tiermodell 
Im Folgenden werden die nach derzeitigem Wissensstand entscheidenden Zytokine 
für die Pathogenese der Arthritis, IL-6, TNF-α und IL-17 näher beschrieben. 
Im SKG Modell konnte gezeigt werden, dass das von primär Nicht-CD4+ T-Zellen 
produzierte IL-6 für die Pathogenese der Arthritis eine wichtige Rolle spielt (Hirota et 
al. 2007). In in vitro Untersuchungen wurde gezeigt, dass IL-6 (neben TGF-β) das 
entscheidende Zytokin für die Entstehung von Th17-Zellen ist (Veldhoen et al. 2006, 
Bettelli et al. 2006, Mangan et al. 2006). Im Modell der CIA entwickelten IL-6-/- Mäuse 
im Vergleich zu den Kontrolltieren einen milderen Verlauf der Arthritis (Alonzi et al. 
1998, Sasai et al. 1999). Einen weiteren Hinweis für die Bedeutung von IL-6 geben 
die gentechnisch veränderten gp130(F759/F759) Mäuse, bei denen die Empfindlichkeit 
des IL-6 Rezeptorkomplexes vergrößert ist, was zu einem spontanen Auftreten der 
Arthritis führt (Atsumi et al. 2002).  
Neben IL-6 spielt auch TNF-α eine entscheidende Rolle für die Pathogenese der 
Arthritis. Transgene Mäuse für humanes TNF-α entwickelten spontan eine erosive 
Polyarthritis (Li und Schwarz 2003, Kollias 2005). Im Modell der CIA konnte ein 
deutlich verminderter Verlauf der Arthritis nach anti-TNF-α Antikörperapplikation 
festgestellt werden (Williams et al. 1992, Thorbecke et al. 1992, Piguet et al. 1992). 
In K/BxN Mäusen zeigte die Behandlung mit einem anti-TNF-α Antikörper jedoch 
keinen Einfluss auf die Entwicklung einer Arthritis (Kyburz et al. 2000). Nach 
Serumtransfer aus erkrankten K/BxN Mäusen zeigten ungefähr zwei Drittel der 
TNF-α-/- Mäuse keine Arthritis (Ji et al. 2002). Im Arthritismodell der IL-1RA-/- Maus 
wurden TNF-α-/- Tiere eingekreuzt, wodurch die Arthritisentwicklung zeitlich verzögert 
werden konnte (Horai et al. 2004). Im Modell der G6PI Arthritis konnte mittels 
Etanercept (Enbrel®), einem löslichem TNF-α Rezeptor, die Arthritis verhindert 




Ein kürzlich in den Focus gerücktes Zytokin für die Pathogenese der Arthritis ist das 
IL-17. Neben den schon länger beschriebenen Untergruppen von T-Zellen (Th1-, 
Th2-Zellen; Treg-Zellen) wurde mit Th17 eine eigenständige Gruppe für IL-17 
produzierende T-Zellen eingeführt (Weaver et al. 2006, Weaver et al. 2007, 
Harrington et al. 2006). Im Allgemeinen wird der Begriff IL-17 für mindestens zwei 
Mitglieder der IL-17 Familie (IL-17A und -F) verwendet (Weaver et al. 2007). 
Typischerweise können Th17-Zellen neben IL-17 auch TNF-α, GM-CSF und IL-6 
(Infante-Duarte et al. 2000, Weaver et al. 2007), sowie IL-21 (Nurieva et al. 2007) 
und IL-22 (Liang et al. 2006) produzieren. In vitro konnten Th17-Zellen durch Zugabe 
von IL-6 und TGF-β in das Kulturmedium induziert werden (Veldhoen et al. 2006, 
Mangan et al. 2006, Bettelli et al. 2006). Kürzlich konnte durch weiterführende 
Experimente gezeigt werden, dass IL-2 eine blockierende Wirkung auf die 
Entstehung von Th-17 Zellen hat (Laurence et al. 2007, Kryczek et al. 2006). 
Versuche in p19-/- Mäusen (p19 bildet zusammen mit p40 IL-23) konnten zeigen, 
dass IL-23 für die Population von IL-17 produzierenden Zellen eine wichtige Rolle 
spielt. Die Induktion von Autoimmunkrankheiten wie der Experimentellen 
Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) und Arthritis gelang in diesen Mäusen nicht 
(Langrish et al. 2005, Cua et al. 2003, Murphy et al. 2003).  
IL-17 ist wichtig für die Mobilisierung und Einwanderung von neutrophilen 
Granulozyten. Weiterhin induziert es die Produktion von G-CSF und GM-CSF in 
Makrophagen und Synoviozyten, CXC Chemokinen, Metalloproteasen und IL-6. Es 
wurde gezeigt, dass IL-17 proinflammatorische Effekte auf Endothelzellen, 
Fibroblasten, Osteoblasten und Monozyten/Makrophagen hat (Weaver et al. 2007).  
Wenn in die IL-1RA-/- Tiere eine Defizienz für IL-17 eingekreuzt wird, dann entwickeln 
diese Mäuse keine Arthritis (Nakae et al. 2003). Auch im SKG Modell zeigten IL-17-/- 
Mäuse keine Arthritis (Hirota et al. 2007). Weiterhin konnte nach EAE Induktion in 
IL-17-/- Tieren der Beginn der Erkrankung verzögert und Krankheitszeichen 
vermindert werden (Komiyama et al. 2006). In einem Arthritismodell, in dem 
wiederholt Zellwandbestandteile von Streptokokken injiziert wurden, zeigten IL-17R-/- 
Tiere weniger Anzeichen einer chronisch progredienten Gelenksentzündung als die 
Wildtyptiere (Lubberts et al. 2005). Mäuse, die eine genetische Deletion für IL-17 
besitzen, entwickeln keine CIA Arthritis (Nakae et al. 2003).  
Diese Beispiele zeigen, dass einige Zytokine in der Arthritispathogenese eine Rolle 




Inhibierung eines dieser Zytokine kann entweder zu einem milderen Verlauf oder gar 
einer Verhinderung der Krankheit führen. 
 
 
Rolle von kostimulatorischen Molekülen in Tiermodellen 
Um T-Zellen zu aktivieren spielen neben der Antigenpräsentation durch 
MHC-Moleküle und Zytokine auch kostimulatorische Moleküle eine Rolle. 
Eine Gruppe von kostimulatorischen Molekülen zu der CD28, CTLA-4, PD-1, BTLA 
und ICOS gehören, wird als CD28 Familie bezeichnet (Greenwald et al. 2005). Deren 
















Abb. 3: Übersicht der Mitglieder der CD28 Familie. 
Abbildung 3 zeigt eine schematische Übersicht der CD28 Familie und ihrer Liganden (soweit 
bisher bekannt). Die Zelltypen auf denen die kostimulatorischen Moleküle (blau) oder ihre 
Liganden (gelb) exprimiert werden sind jeweilig angegeben, wobei akt. als Abkürzung für 
aktiviert steht. Die Pfeile zwischen den Molekülen geben die jeweils möglichen 
Bindungspartner an,      steht für eine hemmende Wirkung in der Signaltransduktion, 
während        für eine aktivierende Wirkung steht. Für viele der Moleküle gibt es noch weitere 
Bezeichnungen, die aber auf Grund der Übersichtlichkeit nicht berücksichtigt wurden. 
Quellen: (Chen 2004, Butte et al. 2007) 
 
Im Gegensatz zum konstitutiv auf CD4+ T-Zellen exprimierten CD28 wird ICOS nach 
Aktivierung von CD4+ T-Zellen, die sich dann zu Effektor- oder Gedächtniszellen 
entwickeln, exprimiert. Zusätzlich ist ICOS auf NK Zellen und CD8+ T-Zellen zu 
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Der Ligand für ICOS (ICOSL, B7H, B7RP-1) wird auf der Oberfläche von B-Zellen, 
Makrophagen, Dendritischen Zellen, T-Zellen und nicht-lymphoidem Gewebe 
(Fibroblasten, Endothel- und Epithelzellen) exprimiert (Swallow et al. 1999, Ling et al. 
2000, Yoshinaga et al. 1999, Nakazawa et al. 2004). ICOSL ist der einzige bekannte 
Rezeptor, der mit ICOS interagiert (Nurieva 2005). 
ICOS und CD28 haben teilweise ergänzende oder ähnliche Funktionen bei der 
Aktivierung von T-Zellen. So spielt es bei der Produktion von Th1, Th2 und Th17 
Zytokinen eine entscheidende Rolle. Allerdings kann ICOS keine IL-2 Produktion in 
naiven T-Zellen induzieren (Greenwald et al. 2005, Park et al. 2005). 
Weiterhin ist ICOS auf einer Untergruppe von aktivierten T-Zellen, den follikulären 
T-Helferzellen (Tfh-Zellen), zu finden. Diese sind CD4+ T-Zellen, die durch 
Koexpression von ICOS und CXCR5 charakterisiert sind. Nach Wanderung in die 
Keimzentren der Lymphknoten vermitteln sie dort den Antikörperklassenwechsel 
(Mahajan et al. 2007, Shilling et al. 2006).  
Die Interaktion zwischen ICOS-ICOSL ist für drei Funktionskomplexe von Bedeutung: 
Es trägt zur Zytokinproduktion von T-Effektorzellen, zur T- und B-Zellinteraktion in 
sekundär lymphatischen Geweben und zur T-Zellkommunikation mit Gewebszellen 
bei.  
Neben der Rolle von ICOS für die Induktion von T-Zellantworten in 
Infektionsmodellen, in Asthma- und Allergiemodellen und in experimentellen 
Transplantationsmodellen ist ICOS auch für den Krankheitsverlauf in 
Autoimmunmodellen entscheidend (Greenwald et al. 2005).  
Beispielsweise entwickelten ICOS-/- Tiere im Modell der CIA keine Arthritis (Dong und 
Nurieva 2003). Ebenso zeigten Mäuse, die mit einem anti-ICOSL Antikörper 
behandelt wurden, im Modell der CIA keine Krankheitszeichen (Iwai et al. 2002). Ein 
gegensätzliches Bild zeigte der Verlauf der EAE nach Behandlung mit anti-ICOS 
Antikörper in der Frühphase. Dort entwickelten die Tiere deutlich stärkere Anzeichen 
einer EAE. Erfolgte die Behandlung allerdings zu einem späteren Zeitpunkt, 
verzögerte sich der Ausbruch der EAE deutlich (Rottman et al. 2001). 
Neben den Mitgliedern der CD28 Familie gibt es noch weitere kostimulatorische 
Moleküle. Ein Beispiel hierfür ist CD134 (Ox-40), das eines von vielen Mitgliedern der 
TNF-Rezeptorfamilie ist (Kroczek et al. 2004). Nakae et al. konnten zeigen, dass 
CD134 die für die Pathogenese im IL-1RA-/- Arthritismodell wichtige IL-17 Produktion 




Kostimulatorischen auch andere Moleküle,  beispielsweise Rezeptoren für Zytokine 
verstärkt exprimiert, welche für die Änderungen der T-Zellfunktion von 
entscheidender Bedeutung sind. So wird beispielsweise CD25, ein Teil des IL-2 
Rezeptors, nicht nur von regulatorischen T-Zellen sondern auch von aktivierten 
T-Zellen exprimiert (Ahmadzadeh et al. 1999, Knoechel et al. 2005). 
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3 Ziele der Arbeit 
 
Eine tiefgreifendere Aufklärung von Ätiologie und Pathogenese der Arthritis ist 
notwendig, um möglicherweise auch eine Verbesserung therapeutischer Strategien 
zu erreichen. Dazu eignen sich besonders Tiermodelle, in denen selektiv durch 
Ausschalten oder Zugabe von Molekülen, die Auswirkungen auf den 
Krankheitsverlauf untersucht werden können. Es sind zahlreiche Tiermodelle für die 
Arthritis bekannt, wovon eines das Glukose-6-Phosphat Isomerase induzierte 
Arthritismodell ist. Dieses Modell hat histologisch große Ähnlichkeit mit der 
Rheumatoiden Arthritis des Menschen und der definierte Verlauf der Erkrankung 
erleichtert die Interpretation des Einflusses verschiedener Substanzen. 
Ziel dieser Arbeit soll die Untersuchung des kostimulatorischen Moleküls ICOS in der 
Pathogenese der G6PI induzierten Arthritis sein. Um diese Fragestellung zu 
untersuchen, soll ein blockierender anti-ICOSL Antikörper eingesetzt werden, der die 
Interaktion zwischen ICOS und ICOSL verhindert. 
- Zusätzlich zur Analyse des Einflusses der Blockade auf den klinischen Verlauf 
sollen histologische Untersuchungen von Gelenkschnitten durchgeführt werden, um 
den Schweregrad der Entzündung beurteilen zu können.  
Ergibt sich daraus, dass die ICOSL Blockade einen klinischen Effekt hat, soll 
versucht werden, die zugrunde liegenden immunologischen Mechanismen näher zu 
charakterisieren. 
- Die ICOS-ICOSL Interaktion spielt eine wichtige Rolle für die Produktion von 
antigenspezifischen Subklassenantikörpern, weswegen eine vergleichende 
Quantifizierung der Antikörperproduktion nach Blockade sinnvoll erscheint.  
- Weiterhin ist ICOS eines der kostimulatorischen Moleküle, welches während 
der Differenzierung von T-Zellen zu Effektorzellen exprimiert wird. Charakteristisch 
für Effektorzellen ist deren Fähigkeit zur Proliferation sowie zur Sekretion von 
Zytokinen und zur Expression von speziellen Oberflächenmolekülen. Deshalb soll die 
Proliferation dieser Zellen untersucht werden. Zusätzlich möchte ich die Expression 
von ausgewählten Oberflächenmolekülen und die Produktion von charakteristischen 
proinflammatorischen Zytokinen im Zeitverlauf der Arthritis messen. 
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4 Material und Methoden 
4.1 Materialien 
 
4.1.1  Chemikalien und Zusätze 
Ampicillin       Roth, Karlsruhe 
2ß-Mercaptoethanol     Invitrogen, Karlsruhe 
BCA Assay       Pierce, Rockford 
Bovines Serum Albumin (BSA)    Roth, Karlsruhe 
Brefeldin A       Sigma, Taufkirchen 
Diethylether       Fischer, Wiesbaden 
Ethanol (70 %)      Serva, Heidelberg 
Fetales Kälberserum (FCS)    Sigma, Taufkirchen 
Glycerin       Roth, Karlsruhe 
H2O2        Merck, Darmstadt 
Hepes       PAA, Coelbe 
Imidazol       Sigma, Taufkirchen 
Komplettes Freund´sches Adjuvanz (CFA)  Sigma, Taufkirchen 
Ni–NTA Superflow      Qiagen, Hilden 
o-Phenylendiamin      Sigma, Taufkirchen 
Paraformaldehyd      Sigma, Taufkirchen 
Penicillin/Streptomycin Lösung    PAA, Coelbe 
RPMI 1640 mit L-Glutamin    PAA, Coelbe 
Saponin       Sigma, Taufkirchen 
Trypanblau       Sigma, Taufkirchen 
Tween 20       Fluka, Neu-Ulm 
3H-Thymidin       GE Healthcare, Freiburg 
 
4.1.2 Verbrauchsmaterial 
 Zellsieb 70 µm      BD Falcon, Heidelberg 
Plastikmaterial      Greiner, Solingen 
        Nunc, Wiesbaden 
Sarstedt, Nümbrecht 
BD Falcon, Heidelberg 
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Vivaspin       Vivascience, Göttingen 
Szintillationsflüssigkeit     Perkin-Elmer, Rodgau- 
        Jügesheim 
Filterplatten       Perkin-Elmer, Rodgau- 
        Jügesheim 
  
 
4.1.3 Medien, Lösungen und Puffer 
Zellkultur 
Kulturmedium (KM): RPMI-1640, 10 % FCS, 10 mM 
Hepes, 50 µM 2ß-Mercaptoethanol, 
100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml 
Streptomycin 
 
Erythrozytenlysepuffer: 0,01 M KHCO3, 0,15 M NH4Cl,  
0,1 mM EDTA, pH 7,4, autoklaviert 
 
PBS (10x):     136,9 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,5 mM 
       KH2PO4, 7,9 mM Na2HPO4 x 2H2O 
 
Brefeldin A [5mg/ml]:   500 mg ad 100 ml Ethanol, 1:1000  
      einsetzen 
 
BSA (10%):     100 g BSA ad 1 l dH2O 
 
Azidlösung (10%):    10 g NaN3 ad 100 ml dH2O  
 
Trypanblau-Lösung:   1:10 in PBS 
 
Materialien zur Expression und Aufreinigung von G6PI 
Regeneration der Säule:   50 ml 0,2 % Essigsäure 
      30 ml 30 % Glycerin 
      50 ml H2O 
      20 % Ethanol 




Lysispuffer     50 mM NaH2PO4 
      300 mM NaCl 
      10 mM Imidazol 
      pH 8,0 
 
Waschpuffer     50 mM NaH2PO4 
      300 mM NaCl 
      20 mM Imidazol 
      pH 8,0 
 
Elutionspuffer    50 mM NaH2PO4 
      300 mM NaCl 
      150 mM Imidazol 
      pH 8,0 
 
LB-Medium     1 % Pepton/Trypton 
      0,5 % Hefeextrakt 
      1 % Natriumchlorid 
      in 1 l H2O lösen und autoklavieren 
 
1 M IPTG     1 g / 4,1 ml H2O, sterilfiltrieren,  
aliquotieren (2 ml Aliquot), Lagerung 
bei -20 °C  
 
 FACS  
FACS-Puffer:    PBA: PBS, 0,5 % BSA, 0,02 % Azid 
 
Saponin-Puffer:    PBA, 0,5 % (w/v) Saponin 
  
 Lösung zur Fixierung von Zellen:  PBS, 2 % Paraformaldehyd 
  
 ELISA 
Waschpuffer:    0,05 % Tween 20 in PBS 




Blockpuffer:     1 % BSA in PBS (IL-17 ELISA) 
2 % BSA in PBS (TNF-α, IFN-γ 
ELISA) 
 
Phosphat-Citrat Puffer:   0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat 
      0,1 M Zitronensäure, ddH2O 
A) Bicarbonatpuffer   0,84 g NaHCO3 in 100 ml ddH2O  
 




 ß-Szintillationszähler   Perkin-Elmer, Rodgau-Jügesheim 
 Durchflußzytometer LSR II  BD Biosciences, Heidelberg 
 DiVa Software     BD Biosciences, Heidelberg 
 FlowJo Version 8    Tree Star  
 Graph Pad Prism    Graph Pad, San Diego  
ELISA Messgerät    SLT Spectra von Tecan, Berlin 
 ELISA Waschgerät    Tecan, Berlin 
 ELISA Platten    Nunc Maxisorb, Wiesbaden 
Falcon-Zentrifugen    Megafuge 1.0R von Heraeus,  
(Rotor #2704), Heraeus Biofuge 
 CO2-Inkubator    Heraeus, Hanau 
 Mikroskop     Zeiss, Jena 
 Sterilbank     HeraSafe von Heraeus, Hanau 












Antikörper für die Zellkultur 









anti-Maus CD28 37.51, Hybridomaufreinigung 
  
 
Antikörper für den ELISA 






IL-17, #840525 (Capture Ab) 
 
R&D Systems 
IL-17, #840526 (Detection Ab) R&D Systems 
IFN-γ, R4-6A2 (Capture Ab)  Immunotools 
IFN-γ, XMG1.2 (Detection Ab) Immunotools 
Il-2, JES6-1A12 (Capture Ab) Immunotools 
Il-2, BAF401 (Detection Ab) Immunotools 
IL-6, MP5-20F3 (Capture Ab) Immunotools 
IL-6, MP5-32C11 (Detection Ab) Immunotools 
 
Antikörper für die durchflußzytometrische Analysen 













anti-Maus CD4 PerCp RM4-5 BD 
anti-Maus CD25 APC PC61 eBioscience 
anti-Maus CD134 bio  BD 
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anti-Maus ICOS dig 12A7 RKI 















Rat IgG  Jackson 
Immunoresearch 
anti-dig FITC  Roche 
APC Isotype Rat IgG1 BD 
PE Isotype Rat IgG1 BD 




4.2 Methoden  
 
4.2.1 Proteinbiochemie  
Der mit dem Expressionsplasmid hG6PI_pQE100S (His-Tag N-terminal) 
transformierte E.coli Stamm BL21 wurde von David Schubert, DRFZ Berlin AG Prof. 
Kamradt, zur Verfügung gestellt .  
 
Kultivierung von E.coli BL21 
Für die Vorkultur wurden 100 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 µg / ml) und dem 
transformierten E.coli Stamm BL21 (DE3) kultiviert. Dazu wurde in den bei -70 °C 
gelagerten Kryostock gestochen, eine kleine Menge entnommen und angeimpft. 
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Expression der rekominanten humanen G6PI 
Prinzip 
Das Plasmid pQE100S codiert ebenfalls für den lac Repressor, welcher nach 
Expression an den lac-Operator bindet und dadurch die Expression der durch den 
lac-Operator kontrollierten Gene inhibiert. 
Um diese Inhibition aufzuheben wird Isopropyl-thio-β-D-Galactopyranosid (IPTG) 
hinzu gegeben. Durch die Bindung von IPTG an den Repressor findet eine 
Konformationsänderung statt, so dass der Repressor vom Operator dissoziiert und 
die codierte Sequenz G6PI exprimiert wird.  
 
Experimentelle Umsetzung 
Die über Nacht kultivierte Bakterienkultur wurde in 2 l LB-Medium / Ampicillin 
(100 µg / ml) überführt und für circa eine Stunde im Schüttler (37 °C, 200 rpm) 
kultiviert, bis eine optische Dichte (OD) von 0,6 – 0,7, gemessen bei 600 nm, erreicht 
war. Anschließend wurde die Proteinexpression induziert, indem IPTG 
(Endkonzentration: 2 mM) zugesetzt wurde.  
Nach einer weiteren Inkubation von drei Stunden (37 °C, 200 rpm) wurde die 
Bakteriensuspension zentrifugiert (GS-3-Rotor, 5000 rpm, 15 min), der Überstand 
verworfen und das Bakterienpellet bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20 °C 
eingefroren. 
 
Aufreinigung der G6PI 
Prinzip 
Die Aufreinigung der im E.coli BL21 (DE3) überexprimierten G6PI erfolgte mittels 
Affinitätschromatographie an einer Ni-NTA Säule.  
Bei diesem Verfahren ist eine Metall-komplexierende Gruppierung (NTA, 
Nitrilotriessigsäure) am Säulenmaterial immobilisiert. Multivalente Übergangs-
metallionen (Ni2+) werden in der Weise an die NTA gebunden, dass Koordinations-
stellen für die Wechselwirkung mit basischen Gruppierungen, wie beispielsweise die 
Histidine im G6PI-His6-Fusionsprotein, vorhanden sind. Die Bindung ist reversibel 
und kann durch einen stärkeren Bindungspartner (Imidazol) verdrängt werden, was 
zur Elution des Proteins führt.  
 
 




Die gesamte Aufreinigung des Proteins wurde auf Eis bzw. bei 4 °C durchgeführt, um 
es vor Denaturierung und proteolytischem Abbau zu schützen. 
Das eingefrorene Bakterienpellet wurde mit 20 ml Lysispuffer resuspendiert und 
mittels Ultraschall aufgeschlossen. Dazu wurde die Suspension fünf Mal im Wechsel 
90 Sekunden lang mit Ultraschall (50 % Power, 70 % Cycles) behandelt und 
anschließend für 30 Sekunden gekühlt, was der thermischen Denaturierung des 
Proteins entgegenwirkt. Daraufhin wurde das Lysat für 45 Minuten zentrifugiert 
(SS-34-Rotor, 12000 rpm), um Zellfragmente zu pelletieren.  
Nun wurde der Überstand mit Lysispuffer auf ein Volumen von 140 ml aufgefüllt und 
auf eine mit Lysispuffer äquillibrierte Ni-NTA-Säule (5 ml) gegeben. 
Danach erfolgten das Waschen der Säule mit 150 ml Waschpuffer und die 
anschließende Elution des Proteins mit 40 ml Elutionspuffer. 
Das Eluat wurde in einen vorher (in dH2O) abgekochten Dialyseschlauch gegeben 
und über Nacht bei 4 °C gegen PBS (5 l) dialysiert. 
Die Aufkonzentrierung des Proteins erfolgte mit Vivaspin (30.000 MWCO, 
Vivascience). 
Die Konzentration der Proteinlösung wurde über das BCA Protein Assay Kit gemäß 
den Herstellerangaben bestimmt und auf 5 mg / ml (mit PBS) eingestellt. 
Abschließend wurde die Lösung steril filtriert (0,2 µl), aliquotiert und bei -20 °C 
gelagert. 
 
4.2.2 Zellbiologische Methoden 
Zellkultur 
Die Isolierung der Zellen und deren Weiterbehandlung erfolgten stets unter sterilen 
Bedingungen. Alle Kulturen wurden dabei in komplettem Zellkulturmedium (KM) bei 
37 °C in einer 5 % CO2-Atmosphäre und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.  
 
Zellgewinnung 
Die Mäuse wurden durch zervikale Dislokation getötet und mit Ethanol (70 %) 
angefeuchtet. Anschließend wurden Fell sowie Peritoneum durchschnitten und die 
Milz vorsichtig gelöst.  
Alle folgenden Verarbeitungsschritte erfolgten unter der Sterilbank unter Verwendung 
von kaltem Medium und PBS. 
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Die Milz wurde mit einem Spritzenstempel durch ein Nylonsieb (70 µm) gedrückt und 
in 30 ml Kulturmedium aufgenommen. Die Milzzellen wurden nun zentrifugiert 
(Heraeus #2704, 1300 rpm, 6 min, 4 °C) und anschließend die Erythrozyten lysiert 
(siehe auch Erythrozytenlyse). Nach erneutem Waschen mit 20 ml KM wurde die 





Erythrozyten sind im Vergleich zu Leukozyten und allen anderen kernhaltigen Zellen 
gegen eine hypotone Lyse empfindlicher.  
 
Experimentelle Umsetzung 
Um eine Erythrozytenlyse durch zu führen, wurde das Pellet in Eythrozyten-
Lysispuffer resuspendiert. Nach 1-2 Minuten wird die Reaktion durch Zugabe von 





Trypanblau und 4’,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) verfügen nicht 
über die Eigenschaft, intakte Membranen von lebenden Zellen zu durchdringen, 
jedoch Membranen von toten Zellen, was bei der Viabilitätstestung angewandt wird. 
 
Experimentelle Umsetzung 
Färbung mit Trypanblau: 
10 µl einer Zellsuspension werden mit 90 µl Trypanblau-Lösung gemischt und auf 
eine Neubauer Zählkammer gegeben. Mittels Mikroskopie lassen sich tote Zellen 
(blau angefärbt) von lebendigen (ungefärbt) unterscheiden. 
Die Zellzahl n der lebenden Zellen pro ml kann wie folgt berechnet werden: 
 
Zellzahl / ml Zellsuspension =  
n (Mittelwert eines Großquadrates) x 104(Volumenberechnung der 
Zählkammer) x 10 (Verdünnungsfaktor)  




Färbung mit 4’,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI): 
Bei der durchflusszytometrischen Analyse kann mit Hilfe von DAPI der Lebend-Tot-
Ausschluss vorgenommen werden. Dieser erfolgt im FACS durch Färbung der toten 
Zellen, da nur deren Membranen von DAPI penetriert werden und die 
doppelsträngige DNA angefärbt wird. 
Kurz vor der Messung wird der Farbstoff (0,5 µM) zur Probe zugesetzt. 
 
Proliferationstest mit 3H-Thymidin 
Prinzip 
Die Grundvoraussetzung einer Zellteilung ist die Duplikation ihrer DNA.  
3H-Thymidin ist ein radioaktiv markiertes Nukleotid, das in die DNA von Zellen 
eingebaut werden kann. Nach Zugabe von 3H-Thymidin in die Zellkultur über einen 
definierten Zeitraum und Extraktion der DNA können mittels Flüssigkeits-
szintillationszähler die radioaktiven Zerfälle gemessen und somit eine Aussage über 
die Zellproliferation gemacht werden. 
 
Experimentelle Umsetzung 
Nachdem eine Einzelzellsuspension gewonnen und die Erythrozytenlyse 
durchgeführt wurde, erfolgte die Zellzählung, wobei die Einstellung der Zellzahl auf 
1 x 106 Zellen / ml vorgenommen wurde. 
Anschließend wurden je 100 µl der gewünschten Zellsuspension in Triplikaten in eine 
96 Wellplatte ausgesät; mit 1 bzw. 10 µg / ml G6PI oder Medium (Negativkontrolle) 
stimuliert und für insgesamt 72 h bei 37 °C in einer 5 % CO2-Atmosphäre inkubiert.  
Daraufhin wurde in jedes Well 1 µCi 3H-Thymidin zugesetzt, für die letzten 12 bis 18 
Stunden inkubiert und bei -80 °C eingefroren, bis sie vollständig durchgefroren 
waren. Anschließend wurde diese auf Filterplatten transferiert, Szintillationsflüssigkeit 
hinzu  gegeben und die Radioaktivität mit Hilfe eines Szintillationsmeßgerätes 
gemessen.  
. 
Aus den gemessen Werten in cpm (counts per minute) wurde der Stimulationsindex 
(SI) nach folgendem Vorgehen bestimmt: 
 
 SI = (Mittelwert Triplikat / Probe) / (Mittelwert Triplikate / Negativkontrolle) 




Diese Kenngröße gibt das Verhältnis der Proliferation von stimulierten Zellen zu 
unstimulierten an. 
 
Gewinnung von Zellkulturüberständen 
Für die Gewinnung von Überständen wurden Milzzellen auf eine Konzentration von 
2 x 106 Zellen / ml eingestellt, je 1 ml der Einzelzellsuspension in eine 48 Wellplatte 
überführt und mit 10 µg / ml G6PI stimuliert. Die Negativkontrollen blieben 
unstimuliert.  
Nach einer Inkubation von 72 h (37 °C, 5 % CO2-Atmosphäre) wurden die Zellen 
abzentrifugiert, die Überstände geerntet und bei -80°C eingefroren. 
Die Messung der Zytokine erfolgte mittels Zytokin-ELISA (siehe Zytokin-ELISA). 
 
Isotypspezifischer ELISA gegen G6PI 
Prinzip 
Die Bestimmung der Konzentration von antigenspezifischen Antikörpern im Serum 
kann mit einem ELISA (enzym-linked-immuno sorbent assay) erfolgen. Die Technik 
des ELISA’s besteht in einer quantitativen Enzym-Antikörper-Bindung. 
 
Um die antigenspezifischen Antikörper zu binden, wird das G6PI an die Oberfläche 
einer 96 Wellplatte gebunden. Die Isotypzusammensetzung der Seren wird 
anschließend durch die Bindung isotypspezifischer Antikörper gemessen. Die 
Detektion erfolgte durch Zugabe von Peroxidase gekoppelten Detektionsantikörper, 
welcher das Substrat ortho-Phenylendiamin (oPD) in Gegenwart von H2O2 
umwandelt, so dass sich ein gelber Farbumschlag zeigt. 
Die Menge des gebildeten Farbstoffs verhält sich direkt proportional zur Antikörper-




96 Wellplatten (Nunc MaxiSorb)  wurden mit 5 µg / ml G6PI in PBS beschichtet  
(100 µl / Well Beschichtungslösung) und über Nacht bei 4°C inkubiert. Alle weiteren 
Inkubationen erfolgen in einer feuchten Kammer und bei Raumtemperatur. 
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Die Platten wurden dreimal mit Waschpuffer gewaschen und zur Verhinderung 
unspezifischer Bindungen mit 50 µl / Well 2 % BSA/PBS für 30 Minuten blockiert. 
Nach erneutem dreimaligen Waschen wurden nun 50 µl / Well der Seren in 
verschiedenen Verdünnungen (1:100 – 1:409.600) oder Waschpuffer für die 
Negativkontrollen in Duplikaten auf die Platten aufgetragen und eine weitere Stunde 
bei Raumtemperatur inkubiert.  
Danach wurden die Platten gewaschen und 50 µl / Well des jeweiligen 
isotypspezifischen Antikörper Ziege-anti-Maus-IgG1, -IgG2a, -IgG2b, -IgG3 und IgM 
(Sigma, in Waschpuffer 1:1000 verdünnt) aufgetragen. 
Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde und wiederholtem Waschen wurde ein 
POD gekoppelter Esel-anti-Ziege-IgG Antikörper (1:3000 in Waschpuffer) für die 
Detektion der isotypspezifischen Antikörper aufgetragen und für 15 Minuten inkubiert.  
Die Entwicklung des ELISA erfolgte nach nochmaligem Waschen mit dem Substrat 
ortho-Phenylendiamin (oPD). Dazu wurden 20 mg oPD in 10 ml Phosphat-Citrat-
Puffer gelöst und 4 µl 30 % H2O2 hin zu gegeben und je 50 µl in die 96 Wellplatte 
pipettiert. 
Die entstandene Farbreaktion wurde nach etwa 20 Minuten mit 50 µl einer 1,5 M 
H2SO4 Lösung abgestoppt und die Absorption mit dem ELISA Messgerät bei 490 nm 
gemessen. Zur Auswertung wurde ein Grenzwert wie folgt definiert:  
 
 Mittelwert / Negativkontrolle + 2 x Standardabweichung und alle Werte 
 oberhalb dieses Grenzwertes wurden als positiv definiert. 
 





Eine 96 Wellplatte wird mit einem spezifischen monoklonalen Antikörper beschichtet 
und Standard sowie Überstände aufgetragen. Das vorhandene Zytokin kann an den 
auf der Platte verankerten Antikörper binden. Anschließend werden alle 
ungebundenen Partikel abgewaschen und ein spezifisch für das zu bestimmende 
Zytokin enzymgebundender Antikörper aufgetragen. Dann erfolgt das Auftragen des 
Substrates, das einen Farbumschlag katalysiert. Die Intensität des Farbumschlags 
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korreliert mit der Menge des gebundenen Antikörpers und Zytokins. Die Messung der 
optischen Dichte (OD) erfolgt im ELISA Messgerät. 
 
Experimentelle Umsetzung 
Die Zytokinkonzentration in den Zellüberständen (siehe Gewinnung von 
Zellkulturüberständen) wurde für IL-2, IL-6, IL-17 und IFN-γ bestimmt. 
96 Wellplatten (Nunc MaxiSorb) wurden mit den in Tabelle 6 angegebenen Capture-
Antikörpern in entsprechendem Beladungspuffern (siehe ELISA, 4.1.3) beladen 
(100 µl / Well) und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Alle weiteren Inkubationen erfolgten 
in einer feuchten Kammer und bei Raumtemperatur. 
Anschließend wurden die Platten dreimal mit Waschpuffer gewaschen und die 
unspezifischen Bindungsstellen mit 200 µl / Well 2 % BSA/PBS für eine Stunde 
blockiert. Für den IL-17 ELISA wurde 1 % BSA/PBS benutzt. 
Nach erneutem dreimaligen Waschen wurde der Standard in acht Konzentrationen 
(siehe Tabelle 7), sowie die Proben in Triplikaten (50 µl / Well) auf die Platten 
aufgetragen und für zwei Stunden inkubiert.  
Für die Detektion wurden die in Tabelle 6 genannten biotinylierten Detektion-
Antikörper (50 µl / Well) verwendet.  
Nach zwei Stunden und wiederholtem Waschen wurde nun in jedes Well 50 µl 
Streptavidin–Peroxidase (2 µg / ml in PBS, 1% (w / v) BSA) pipettiert und für weitere 
20 Minuten inkubiert. 
Die Entwicklung des ELISA, sowie die anschließende Messung erfolgt entsprechend 
des Ablaufes des Isotypspezifischen ELISA’s (siehe oben). Anhand des linearen 
Abschnitts der Kurve aus der Standardverdünnungsreihe können aus allen OD 
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Tab. 6: Verwendete Antikörper und Puffer für die Zytokin-ELISA. 
Buchstabe in Klammern gibt die Art des Beladungspuffers für den Capture-



















 1 µg / ml  (B) 
 
BAF401 
(0,05µg / ml) 
 
0,05 µg / ml 
IL-6 MP5-20F3  2 µg / ml  (A) MP5-32C11 
(0,25 ng / ml) 
0,25 ng / ml  
IL-17 #840525  2 µg / ml  (PBS) #840526 200 ng / ml 
IFN-γ R4-6A2  1 µg / ml  (B) XMG1.2 
(0,5µg / ml) 














1000 pg / ml 1:3 
IL-6 2000 pg / ml 1:2 
IL-17 1000 pg / ml 1:2 




In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie eingesetzt, um die Expression von 
Oberflächenmolekülen und die Zytokinproduktion zellspezifisch zu untersuchen. 
Die zu bestimmenden Zytokine oder Oberflächenflächenmoleküle werden dazu mit 
fluoreszenzmarkierten Antikörpern markiert, dessen Fluoreszenzintensität 
durchflusszytometrisch gemessen werden kann. 
Die Färbung der Moleküle erfolgte in zwei verschiedenen Vorgehensweisen. Zum 
einen wurde der primäre selbstfluoreszierende Antikörper direkt zu den Zellen 
gegeben. Diese Methode wird daher als „direkt“ bezeichnet, wohingegen die 
Kopplung des primären Antikörpers an Biotin oder Digoxiginin (beide selbst nicht-
fluoreszierend) und anschließende Färbung mit einem fluoreszierenden 
Sekundärantikörper, als „indirekte“ Methode bezeichnet wird. 
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Um Mehrfachfärbungen durchführen zu können, stehen unterschiedliche Farbstoffe 
wie FITC, PE oder APC zur Verfügung.  
Die durchflusszytometrische Messung erfolgte im FACS, wo die Zellen einzeln in 
einem Flüssigkeitsstrom an drei Lasern (405 nm, 480 nm, 630 nm) vorbeigeführt 
werden. Das dabei detektierte optische Signal wird in ein elektrisches umgewandelt, 
welches mittels Datenverarbeitung (DiVa Software) grafisch dargestellt und 
statistisch ausgewertet wird. 
Im LSR II wurden folgende Parameter laut Tabelle 8 festgelegt. 
 
Tab. 8: Parameter am BD LSR II 
Paramter 
 
Ex (nm)max Em (nm)max 
Forward Scatter 
(FSC) 
Streuung längs zum Lichtstrahl 




Streuung quer zum Lichtstrahl 
proportional zur Zellgranularität 
488 488 
FITC Intensität von Fluoresceinisothiocyanat 495 519 
PE R-Phycoerythrin 480 578 
PerCp Peridinin Chlorophyllprotein 490 670 
APC Allophycocyanin 650 660 
DAPI 4’,6-Diamidino-2-phenylindol-
dihydrochlorid 




Die Präpäration der Proben und die Oberflächenfärbung wurden in FACS-Puffer 
durchgeführt. Außerdem erfolgte nach jedem Waschschritt eine Zentrifugation 
(Heraeus #2704, 1300 rpm, 6 min, 4 °C). Alle anderen Schritte wurden auf Eis 
durchgeführt. 
Etwa 4 x 106 Zellen / ml wurden in ein 5 ml FACS-Rundbodenröhrchen überführt und 
mit FACS-Puffer gewaschen. Danach wurde der Überstand verworfen und die Zellen 
resuspendiert. Um unspezifische Antikörperbindungen zu vermeiden, wurden die 
Zellen mit 10 µg / ml α–Fcγ−Rezeptor Antikörper und 10 µg / ml Ratten-IgG für zehn 
Minuten auf Eis inkubiert. Im Folgenden wurden die Primärantikörper (aufgenommen 
in FACS-Puffer) zupipettiert und für zehn Minuten in der jeweiligen titrierten 
Konzentration inkubiert. 
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Primärantikörper binden spezifisch an die Oberflächenmoleküle, wobei die 
eingesetzte Menge für jeden Antikörper charakteristisch ist. Kam die „indirekte“ 
Färbemethode zur Anwendung, wurde wie folgt verfahren: 
Nach einem wiederholten Waschschritt wurde der Sekundärantikörper in der 
entsprechenden Konzentration zugegeben und erneut für zehn Minuten inkubiert. 
Danach wurde analog für beide Methoden der überschüssige Antikörper durch 
Waschen entfernt und die Zellen in 300 µl FACS-Puffer aufgenommen. 
Anschließend erfolgte die Messung im BD LSR II und die Datenverarbeitung mit Hilfe 
der FlowJo-Software. Tote Zellen wurden durch die Zugabe DAPI ausgeschlossen. 
Daraufhin erfolgte die Auswertung mit Hilfe der FlowJo Software. Zur Verdeutlichung 
ist diese in Abbildung 4 beispielhaft dargestellt. 
Die Lymphozytenpopulation wurde zuerst über die Parameter Größe und Granularität 
eingegrenzt. In einer zweidimensionalen Darstellung der Vorwärts- und Streu-
lichteigenschaften, dem so genannten FSC–SSC Dotplot, ist dieser Vorgang 
verdeutlicht (Abb. 4a). Die verschiedenen Farben zeigen eine unterschiedliche 
Zelldichte an, wobei blau nur sehr wenige Zellen und rot hohe Zellzahlen 
repräsentiert. Die Eingrenzung der Zellpopulationen mit Lymphozytenmorphologie ist 
an Hand der pinken Linie gezeigt und ausschließlich die Zellen innerhalb dieser 
Grenze werden im Folgenden näher betrachtet: Da tote Zellen (DAPI+) in der Lage 
sind fluoreszierende Antikörper unspezifisch zu binden, was die Ergebnisse 
verfälschen würde, werden diese im weiteren Verlauf der Analyse ausgegrenzt (Abb. 
4b). In der Abbildung 4c ist die Fluoreszenzintensität für die Färbung mit anti-CD3 
und anti-CD4+ Antikörper gezeigt. Hierbei wurden die doppelt positiven CD4+ 
T-Zellen eingegrenzt und weiterhin in Abbildung 4d dargestellt. Die ICOS Expression 
dieser CD4+ Zellen wurde gezeigt, wobei hier das pinke Quadrat ausschließlich 
ICOS+ Zellen anzeigt und die Prozentzahl der ICOS+ Zellen angegeben wurde. In der 
Abbildung 4e sind dieselben CD4+ T-Zellen dargestellt, wobei nun ICOS und CD25 
Expression aufgetragen sind. Die Auswertung erfolgte in diesem Fall mit Hilfe der 
dargestellten Quadranten, wobei die Zahlen die jeweilige Verteilung als Prozentwerte 
angeben. Eine identische Darstellung einer Kontrollfärbung, mit deren Hilfe die 












Abb. 4: Auswertung durchflusszytometrischer Messungen. Abbildung 4a-f zeigt 
unterschiedliche grafische Darstellungen einer durchflusszytometrischen Messung. Die 
obere Reihe zeigt die Eingrenzungsstrategie der CD4+ T-Zellen, welche in der unteren Reihe 





Um Zytokine effizient anfärben zu können, sind einige Vorbereitungsmaßnahmen 
nötig. Da Antikörper nicht in der Lage sind Membranen zu durchdringen und Zytokine 
erst in der Zelle angereichert werden müssen, gehen der eigentlichen Färbung 
folgende Schritte voraus: 
 
Stimulation und Fixierung der Zellen 
Je 4 x 106 Zellen / ml der gewünschten Zellsuspension wurden in eine 12 Wellplatte 
überführt und mit 10 µg / ml G6PI bzw. mit 3 µg / ml α-CD3 und 2,5 µg / ml α-CD28 
versetzt und in Summe sechs Stunden stimuliert. 
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Nach zweistündiger Stimulation wurde in jedes Well Brefeldin A (5 µg / ml) 
zugegeben, um den Export der Zytokine zu hemmen. Im Folgenden wurden die 
Zellen in FACS-Rundbodenröhrchen überführt, zentrifugiert und in PBA gewaschen. 
Nach der Oberflächenfärbung erfolgten ein Waschschritt mit PBS und die 
anschließende zwanzigminütige Fixierung der Zellen mit Paraformaldehyd auf Eis. 
Danach wurden die Zellen wiederholt mit PBS gewaschen. 
 
Permeabilisierung und Färbung 
Zur Permeabilisierung wurden die Zellen mit Saponinpuffer gewaschen, wodurch 
eine Färbung der Zytokine möglich wurde. Die weiteren Arbeitsschritte wurden auf 
Eis durchgeführt. Die Proben wurden in Saponinpuffer bei 1300 rpm für sechs 
Minuten zentrifugiert (Heraeus #2704, 4 °C). 
Auch hier war es notwendig unspezifische intrazelluläre Bindungsstellen mit 
10 µg / ml α-Fcγ−Rezeptor Antikörper und 10 µg / ml Ratten-IgG zu blocken. Die 
Inkubationszeit betrug ebenfalls zehn Minuten. 
Identisch zur Oberflächenfärbung wurden nun die Zellen mit den Primärantikörpern in 
der jeweiligen Konzentration für zehn Minuten inkubiert, anschließend gewaschen 
und je nach Methode, der Sekundärantikörper in Saponin suspendiert, hinzugefügt. 
Abschließend wurden die Zellen gewaschen, in 300 µl FACS-Puffer aufgenommen 
und im BD LSR II gemessen. 
Da intrazelluläre Färbungen ein höheres Risiko für Färbeartefakte bergen, wurde bei 
jeder Färbung eine Isotypkontrolle mitgeführt. Bei dieser Isotypkontrolle handelt es 
sich um einen Antikörper, der den gleichen Isotyp wie der entsprechende 
Färbeantikörper besitzt sowie mit einem identischen Fluorochrom in einem gleichen 
Kopplungsverhältnis gekoppelt wurde. Somit ist dieser Antikörper bis auf die 
Epitoperkennung identisch mit dem Färbeantikörper und kann folglich unspezifisch 
genau so gut binden wie dieser. Die Färbeeigenschaften des Isotypantikörpers 
konnten genutzt werden, um die Spezifität der Zytokinfärbung zu beurteilen. Die 
Auswertung erfolgte entsprechend der Oberflächenfärbung mit der Ausnahme, dass 
nach Permeabilisierung der Zellmembran kein Lebend-Tot Ausschluss mehr 
durchgeführt wurde. Eine Färbung der Isotypkontrollen ist beispielhaft in Abbildung 
14c dargestellt. 
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Die graphische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Programme Sigma Plot und 





Die in dieser Arbeit vorgenommenen Versuche an lebenden Tieren entsprachen den 
Institutsrichtlinien und folgten den staatlichen Gesetzen (G 02-24/04). 
 
Versuchstiere und Haltungsbedingungen 
Die Tierexperimente wurden mit 8-10 Wochen alten DBA/1 Mäusen aus dem Institut 
für Versuchstierkunde (IVTK) im Forschungszentrum Lobeda in Jena durchgeführt. 
Die Haltung erfolgte unter standardisierten Bedingungen. Alle Manipulationen der 
Versuchstiere wurden nur von dafür qualifiziertem Personal durchgeführt. 
 
Immunisierung 
Zur Induktion der Arthritis wurden DBA/1 Mäuse am Tag 0 subkutan mit 400 µg G6PI 
in komplettem Freundschen Adjuvanz (CFA) immunisiert. Die finale Menge des 
Antigens wurde mit CFA im Verhältnis 1:1 gemischt und mittels Ultraschall emulgiert. 
Je 100 µl der Emulsion wurde an der desinfizierten Schwanzbasis beidseitig 
subkutan injiziert.   
 
Beurteilung der Schwere der Arthritis  
Die Schwere der Arthritis erfolgte durch visuelle Inspektion der Pfoten. Dabei wurde 
jede Pfote nach dem Grad der Schwellung und Rötung auf einer Scala von 0 bis 2 
beurteilt, wobei 0, keine Anzeichen von Schwellung und Rötung, und 2, maximale 
Schwellung und Rötung bedeutete. Die Fotos in Abbildung 5 sind repräsentativ für 
die Scores 0, 1 und 2. Die Einzelwerte der Pfoten wurden addiert, so dass man eine 



















Abb. 5: Arthritisinduktion bei DBA/1 Mäusen. DBA/1 Mäuse wurden mit G6PI oder PBS 
immunisiert und 15 Tage später wurden die Hinterpfoten fotografiert. Die Abbildung zeigt 
beispielhaft ein unverändertes Bein nach PBS Immunisierung (links), Score 0, sowie nach 
Immunisierung mit GPI ein mäßig entzündetes Bein (mitte), Score 1 und ein massiv 




Die immunisierten Mäuse wurden randomisiert aufgeteilt und an den Tagen 2, 4 und 
6 bzw. 13, 15, 17 mit je 100 µg anti-ICOSL (in 200 µl PBS) behandelt. Die 




An den entsprechenden Tagen wurden die Mäuse für die histologische 
Untersuchung durch zervikale Dislokation getötet. Die Tiere wurden mit 70 %igem 
Ethanol besprüht und seziert. Dabei wurde das Fell von den Vorder- und 
Hinterpfoten entfernt und die Pfoten in eine 5 %ige Formalinlösung überführt. Die 
gesamte weitere Aufarbeitung erfolgte durch Frau Gabriele Fernahl am Institut für 
Pathologie der Charité, Universitätsmedizin Berlin. Die Begutachtung erfolgte 
verblindet durch Herrn Dr. Lars Morawietz. Der Arthritisgrad wurde für jede Pfote 
induviduell bestimmt und konnte den Maximalwert 4 erreichen. Die Werte wurden 
dann für die vier Pfoten der Maus addiert, so dass maximal 16  histologische 
Scorepunkte erreicht werden konnten. Betrachtet wurden die Kriterien Synovitis, 
Tenosynovitis, Periarthritis, Periostitis und Destruktion. Der Normalbefund ergab den 
Wert 0, mit 1 bis 4 entsprachen graduell abgestuft leichten, mittelschweren, 
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Zur Serumgewinnung wurde aus der rechten Herzkammer einer durch Diethylether 
getöteten Maus Blut entnommen und dieses anschließend für 30 Minuten bei 
Raumtemperatur zur Gerinnung stehen gelassen. Nachfolgend wurde das Serum 15 
Minuten zentrifugiert (Heraeus Biofuge, 13000 rpm), der Überstand abgenommen 






5.1  Klinischer Verlauf der G6PI induzierten Arthritis nach anti- 
ICOSL Behandlung 
 
Aus Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe ist bekannt, dass CD4+ T-Zellen eine 
entscheidende Rolle im Krankheitsverlauf der G6PI-induzierten Arthritis spielen 
(Schubert et al. 2004). Ziel meiner Untersuchungen sollte es sein, die Bedeutung des 
von aktivierten CD4+ T-Zellen exprimierten kostimulatorischen Moleküls ICOS zu 
analysieren.  
Zu diesem Zweck wurde die ICOS-ICOSL Interaktion mit einem gegen ICOSL 
gerichteten monoklonalen Antikörper (MIL 5733) blockiert. Zunächst habe ich die 
Wirkung der ICOSL-Blockade auf den klinischen Verlauf der G6PI-induzierten 
Arthritis untersucht. Dazu wurden ein präventiver und ein therapeutischer Ansatz 
gewählt. Zur Untersuchung, ob eine ICOSL-Blockade die G6PI-Arthritis verhindern 
kann, wurde die erste Versuchsgruppe (vier DBA/1 Mäuse) am Tag 0 mit G6PI 
immunisiert und am Tag 2, 4 und 6 präventiv mit je 100 µg anti-ICOSL Antikörper i.p. 
behandelt. In der zweiten Versuchsgruppe wurde mit der anti-ICOSL Antikörper 
Behandlung von fünf Tieren erst am Tag 13, also nach Beginn der klinischen 
Manifestationen der Arthritis begonnen, um den therapeutischen Effekt von ICOS zu 
untersuchen. Die Mäuse dieser Gruppe wurden dreimal mit jeweils 100 µg 
anti-ICOSL Antikörper jeden zweiten Tag behandelt (Abb. 6). Die ebenfalls mit G6PI 
immunisierte Kontrollgruppe aus fünf Mäusen erhielt keine weitere Behandlung. Alle 
Tiere der Kontrollgruppe (Kreise) zeigten neun Tage nach der Immunisierung erste 
Schwellungen und Rötungen an einzelnen Pfoten (Abb. 6a). In den folgenden Tagen 
nahmen die Schwellungen und Rötungen an allen vier Pfoten stark zu und erreichten 
am Tag 15 ihr Maximum. Die Schwere der Entzündung blieb bis zum Tag 29 auf 
diesem hohen Niveau. Im weiteren Verlauf verringerte sich die Schwellung 
kontinuierlich. Selbst am Tag 40 waren noch Anzeichen von Schwellung und Rötung 













Abb. 6: Einfluss von anti-ICOSL Antikörper auf den Verlauf der G6PI induzierten 
Arthritis. DBA/1 Mäuse wurden mit G6PI in CFA immunisiert und über 40 Tage beobachtet. 
Drei Gruppen von je fünf Mäusen blieben entweder unbehandelt (Kreise) oder wurden mit 
100 µg anti-ICOSL Antikörper an den Tagen 2, 4 und 6 (gefüllte Quadrate) bzw. 13, 15, 17 
(graue Diamanten) behandelt.  
In Abb. 6a) ist die Pathogenese für alle Tiere als klinischer Index (y-Achse) im Tagesverlauf 
(x-Achse) dargestellt. Die Unterschiede zwischen den früh behandelten Tieren und der 
Kontrollgruppe sind zwischen Tag 12 und 36 statistisch signifikant (p≤0,05) und werden 
durch * markiert. Abb. 6b) zeigt die Inzidenz (Krankheitshäufigkeit) für die in a) dargestellten 
Tiere. Die Gesamtzahl der Tiere wird gleich 100 gesetzt und die erkrankten Tiere anteilig in 
Prozent dargestellt (y-Achse). Abb. 6c) zeigt den klinischen Verlauf (Index auf der y-Achse) 
für die erkrankten Tiere.  
 
Die präventiv an den Tagen 2, 4 und 6 behandelte Versuchsgruppe (schwarze 
Vierecke) zeigte bis zum Tag 15 sehr geringe Anzeichen von Rötung und 
Schwellung. Erst nach Tag 20 stieg die Verlaufskurve leicht an, der mittlere klinische 
Schweregrad dieser Gruppe erreichte aber nie einen Scorewert über 3. Nach Tag 30 






Die klinischen Verläufe zwischen der präventiv behandelten Gruppe und der 
Kontrollgruppe zeigten im Mann-Whitney Test signifikante Unterschiede (p-Wert ≤ 
0,05) von Tag 12 bis 36. Bei den Mäusen, die nach Beginn der Arthritis mit 
anti-ICOSL Antikörper behandelt wurden (graue Diamanten), zeigte sich ein 
therapeutischer Effekt der Behandlung: Am Tag 20 war ein massiver Rückgang des 
klinischen Scores nachweisbar. Im weiteren Verlauf nahm die Schwellung und 
Rötung in dieser Gruppe stärker ab als bei den Kontrolltieren, so dass am Tag 39 der 
Ausgangswert annähernd erreicht wurde. Abbildung 6b zeigt die Inzidenz der 
Arthritis der verschiedenen Gruppen. Die therapeutischen Effekte der spät 
behandelten Gruppe lieferten keine signifikanten Unterschiede (p-Wert > 0,05). 
In der Abbildung 6b ist die Krankheitshäufigkeit (Inzidenz) im Zeitverlauf dargestellt. 
Von Tag 10 bis Tag 35 lag die Inzidenz in der Kontrollgruppe bei 100 %. Nur eines 
von vier Tieren (25 %) war über den gesamten Krankheitszeitraum in der früh 
behandelten Gruppe klinisch auffällig, während zwei weitere Tiere nur in der dritten 
Woche Krankheitszeichen aufwiesen. In den ersten zwei Wochen der 
Krankheitsphase sind fast alle der therapeutisch behandelten Tiere erkrankt. Von 
diesen Tieren gesundeten einige schneller, so dass ab Tag 30 zumeist nur noch drei 
von fünf Tieren erkrankt waren. Die Abbildung 6c zeigt im Gegensatz zu 6a 
ausschließlich die klinischen Verläufe der erkrankten Tiere. Die größten 
Unterschiede im Vergleich zur Abbildung 6a zeigt die präventiv behandelte Gruppe, 
da hier zu den meisten Zeitpunkten nur ein Tier relativ stark erkrankt ist.  
 
5.2 Histologischer Verlauf der G6PI induzierten Arthritis nach 
anti-ICOSL Behandlung 
 
Neben dem klinischen Verlauf wurde die Entwicklung der Arthritis am Tag 12 und 40 
histologisch untersucht. Je nach Schweregrad wurden Werte von 0 bis 4 für jede 
einzelne Pfote vergeben und addiert, so dass sich eine Gesamtsumme von 16 pro 
Maus ergab. Der Wert 0 steht für keinerlei Anzeichen von Entzündung oder 
Destruktion, während 1 eine leichte, 2 eine mittelgradige, 3 eine schwere und 4 eine 




























Abb. 7: Histologischer Verlauf der G6PI induzierten Arthritis. DBA/1 Mäuse wurden mit 
G6PI in CFA immunisiert und wie in Abb. 6 beschrieben mit anti-ICOSL Antikörper 
behandelt. Die Pfoten wurden für die histologische Beurteilung präpariert und nach den im 
Methodenteil beschriebenen Kriterien von einem erfahrenen Pathologen verblindet 
begutachtet. a) zeigt exemplarisch die HE gefärbten Schnitte (Tag 40) in den 
Vergrößerungen 50x (obere Reihe) und 200x (untere Reihe). Links wird eine Maus der 
Kontrollgruppe gezeigt, in der Mitte ein Tier der früh anti-ICOSL behandelten Gruppe und 
rechts ein spät behandeltes Tier. In b) sind die evaluierten Scorewerte grafisch für die Tage 
12 (links) und 40 (rechts) dargestellt. Dabei repräsentiert jedes schwarze Quadrat eine 
anti-ICOSL Antikörper früh behandelte Maus, jeder Kreis ein Tier der Kontrollgruppe, 
während die grauen Diamanten Tiere der spät behandelten Gruppe darstellen. Die 
berechneten Mittelwerte werden durch die schwarzen Balken angezeigt.  
 
In Abbildung 7a sind repräsentative Gewebeschnitte von entzündeten Gelenken 40 
Tage nach der Immunisierung mit G6PI abgebildet. Bereits in der 
Übersichtsvergrößerung wird deutlich, dass das Kontrolltier im Vergleich mit den 
behandelten Tieren ein stärkeres entzündliches Infiltrat zeigte. Auch der Grad der 
Gelenksdestruktion war in der Maus der Kontrollgruppe schwerer als in den 
anti-ICOSL behandelten Tieren. Die Abbildung 7b zeigt die Graduierung der 
histologischen Veränderungen am Tag 12 und 40, wobei die späte 






Behandlungsgruppe am Tag 12 unberücksichtig blieb, da hier die Behandlung erst 
am Tag 13 begann.  
Die behandelte Gruppe zeigte am Tag 12 im Mittel einen deutlich geringeren Score 
von 4 im Vergleich zu Kontrollgruppe, bei der der Mittelwert bei ungefähr 12 lag. Für 
Tag 40 zeigte sich ein vergleichbares Bild. Die anti-ICOSL Antikörper behandelten 
Tiere wiesen einen gemittelten Wert von annähernd 4 auf, hingegen erreichten vier 
Tiere der Kontrollgruppe den Maximalwert von 16, bei einem gemittelten Wert von 
ungefähr 14. Die fünf Tiere der spät behandelten Gruppe zeigten bei einer relativ 
breiten Streuung einen Mittelwert von annähernd 7. 
 
5.3  Oberflächenexpression von ICOS, CD25 und CD134 
 
Nach der Antigenerkennung wurden einige Oberflächenmoleküle von CD4+ T-Zellen 
verstärkt exprimiert, welche folglich zur Charakterisierung des Aktivierungszustandes 
dienen können. Da es neben Publikationen zur Rolle von ICOS im Modell der 
Rheumatoiden Arthritis auch zu CD25 und CD134 Untersuchungen gibt, wurden 
exemplarisch diese Moleküle ausgewählt. Die Oberflächenexpression dieser 
Moleküle wurde im Zeitverlauf durchflusszytometrisch analysiert, um zu untersuchen, 
ob die anti-ICOSL Blockade Einfluss auf die Expressionsstärke hat.  
Die Abbildung 8a zeigt beispielhaft die Expression von ICOS mit CD25 oder CD134 
am Tag 9. Die Dotplots der oberen Reihe zeigen das Messergebnis für eine 
Milzzellfärbung von ICOS zusammen mit CD25. Es ist exemplarisch die Zellfärbung 
einer behandelten Maus (links) und eines Kontrolltieres (rechts) aus einer Gruppe 
von je sechs Tieren gezeigt. Hier und im folgenden Textverlauf meint „Behandlung“ 
die Applikation von jeweils 100 mg anti-ICOSL Antikörper an den Tagen 2, 4 und 6. 
Die CD4+ T-Zellen der mit anti-ICOSL Antikörper behandelten Maus exprimierten 
ebenso wie die des Kontrolltieres ungefähr 10 % ICOS und CD25. Bei beiden Tieren 
gab es nur einen kleinen Teil (ca. 2 %) von ICOS und CD25 doppelt positiven Zellen.  
In der unteren Reihe wurde exemplarisch die Expression von ICOS und CD134 
dargestellt. Weniger als 4 % der Zellen exprimierten CD134 und hiervon waren 
ungefähr die Hälfte der Zellen doppelt positiv für ICOS und CD134.  
Die Mittelwerte der Oberflächenexpression wurden aus je sechs Mäusen errechnet 









Abb. 8: Oberflächenexpression von CD25, ICOS und CD134. a) Milzzellen wurden aus 
präventiv behandelten anti-ICOSL Antikörper und unbehandelten Mäusen isoliert und mit 
anti-CD4 Antikörper, anti-CD25 und anti-ICOS Antikörper gefärbt. Die DAPI negativen Zellen 
wurden, wie im Methodenteil beschrieben, eingegrenzt. Dargestellt sind nur die CD4+ 
T-Zellen.  
Gezeigt ist beispielhaft die Expression von ICOS auf der y-Achse und CD25 (obere Reihe) 
bzw. CD134 (untere Reihe) auf der x-Achse für ein anti-ICOSL behandeltes Tier auf der 
linken Seite und ein Kontrolltier auf der rechten.  
b) Die Ergebnisse der unter 8a exemplarisch gezeigten Oberflächenfärbungen von je 
mindestens drei Mäusen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten (x-Achse) gemessen und 
zusammengefasst ± SEM dargestellt. 
Die Prozentzahlen der ICOS+ (links),  der ICOS+CD25+ (mitte) und der ICOS+CD134+ 









In Abbildung 8b ist im linken Balkendiagramm die ICOS Expression auf CD4+ 
T-Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten (x-Achse) dargestellt. Der Anteil ICOS 
positiver Zellen in unbehandelten Mäusen liegt bei annähernd 5 %. Zwischen Tag 9 
und Tag 25 stieg die Expression von ICOS auf ca. 10 % an, wobei kein Unterschied 
zwischen den ICOSL behandelten Mäusen und den Kontrolltieren messbar war. Am 
Tag 35 wurde in beiden Gruppen das Ausgangsniveau wieder erreicht.  
In der mittleren und rechten Abbildung sind die CD25+ICOS+ und CD134+ICOS+ 
doppelt positiven CD4+ T-Zellen zu den auf der x-Achse angegebenen Zeitpunkten 
dargestellt. Als Ausgangswert wurde eine geringe Menge von unter 1 % 
ICOS+CD25+ und 1,3 % ICOS+CD134+ Zellen gemessen. Nach Immunisierung 
verdoppelte sich der Ausgangswert der CD25+ICOS+ doppelt positiven Zellen 
zwischen Tag 6 und Tag 15, was auf eine T-Zellaktivierung hindeutet. Bis zum Tag 
35 nahm die Anzahl der ICOS+CD25+ CD4+ T-Zellen ab, bis das Ausgangsniveau 
wieder erreicht wurde. Die Menge der CD134+ICOS+ positiven CD4+ T-Zellen blieb 
an allen untersuchten Zeitpunkten relativ gleich.  
 
 
5.4  Nachweis G6PI spezifischer Antikörper 
 
Da eine frühe anti-ICOSL Blockade zu einem deutlich milderen Verlauf der Arthritis 
führte, sollte im Folgenden eine potentielle Beteiligung der B-Zellantwort an den 
immunologischen Mechanismen untersucht werden. 
Es ist bekannt, dass eine Population von T-Helferzellen, die ICOS+ Tfh-Zellen, eine 
wichtige Rolle beim Klassenwechsel der von den B-Zellen produzierten Antikörper 
spielen. Daher habe ich die Antikörperantwort gegen G6PI gemessen (Abb. 9). Dazu 
wurden zehn DBA/1 Mäuse mit G6PI immunisiert. Fünf von ihnen wurden behandelt, 
die anderen erhielten keine weitere Behandlung. 
Das an Tag 12 gewonnene Serum wurde auf die Anwesenheit von G6PI spezifischen 
Antikörpern im ELISA getestet. Zu diesem Zweck wurden die Seren seriell verdünnt 
und auf die mit G6PI gekoppelten ELISA Platten gegeben. Mit isotypspezifischen 
Antikörpern konnte anschließend der höchst verdünnte Titerwert von IgG1, IgG2a, 
IgG2b, IgG3 und IgM bestimmt werden, der oberhalb der Nachweisgrenze lag. Die 
Abbildung 9 zeigt zusammengefasst die Mittelwerte der isotypspezifischen G6PI 






Abb. 9: Isotypspezifische Antwort gegen G6PI in DBA/1 Mäusen nach anti-ICOSL 
Antiköper Behandlung. DBA/1 Mäuse wurden mit G6PI immunisiert und entweder mit 
anti-ICOSL Antikörper (t2, t4, t6; schwarze Balken) behandelt oder blieben unbehandelt 
(graue Balken). Zwölf Tage nach Immunisierung wurde von allen Mäusen Serum gewonnen, 
seriell verdünnt und im ELISA die G6PI Antikörpertiter für IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 und IgM 
(x-Achse) gemessen. Auf der y-Achse ist die höchste Serumverdünnung, bei der anti-G6PI 
Antikörper detektierbar waren, dargestellt. Die Antikörpertiter der unterschiedlichen Isotypen 
wurden als Mittelwert von je fünf Tieren ± SEM berechnet. Die gezeigten Ergebnisse sind 
repräsentativ für drei unabhängige Experimente. 
 
 
Die höchsten Antikörpertiter wurden bei IgG1 gemessen, wobei in der behandelten 
Gruppe (schwarze Balken) ein mittlerer Titerwert von circa 1:30000 erreicht wurde. In 
der Kontrollgruppe (graue Balken) lag der maximale mittlere Titerwert bei circa 
1:50000. Die anti-IgG2b Titer lagen bei mindestens 1:7500 während für anti-IgM und 
anti-IgG2a ein niedrigerer Titer um 1:5000 gemessen werden konnte. Es gab keine 
deutlichen Unterschiede in der ICOSL behandelten und der unbehandelten Gruppe. 
IgG3 konnte bei beiden Versuchsgruppen nicht detektiert werden. 
Zusammenfassend zeigte sich der deutlich höchste Wert bei IgG1. 
 
5.5  Proliferation nach anti-ICOSL Behandlung 
 
Da die Unterschiede der Serumkonzentrationen der antigenspezifischen 
Immunglobuline in beiden Gruppen nicht so deutlich waren, dass sie einen 
entscheidenden Einfluss auf den Schweregrad der Erkrankung nahe legen, wurde im 




Hierbei sollte zunächst untersucht werden, ob Milzzellen von anti-ICOSL Antikörper 
behandelten und unbehandelten G6PI immunisierten Tieren nach in vitro Stimulation 




Abb. 10: Einfluss von anti-ICOSL Antikörper Behandlung auf die T-Zellproliferation. 
Milzzellen von G6PI immunisierten, anti-ICOSL behandelten (schwarze Balken) oder 
unbehandelten Mäusen (graue Balken) wurden am Tag 12 für 72 h in Medium oder in 
Medium mit 1 und 10 µg / ml G6PI (x-Achse) kultiviert. Für die letzten 16 h wurde 
3H-Thymidin zugesetzt und der Einbau gemessen. Die Relation zwischen den mit G6PI 
stimulierten Proben und dem Mediumwert wurde berechnet und als Stimulationsindex (SI) 
auf der y-Achse dargestellt. 
 
 
Jeweils fünf DBA/1 Mäuse wurden mit G6PI immunisiert und entweder anti-ICOSL 
behandelt (Tag 2, 4, 6) oder blieben unbehandelt. Aus Vorarbeiten der eigenen 
Arbeitsgruppe (Schubert et al. 2004) ist bekannt, dass die stärkste Proliferation zwölf 
Tage nach Immunisierung gemessen werden konnte. Daher wurden Milzzellen 
beider Gruppen zwölf Tage nach Immunisierung mit 1 µg / ml oder 10 µg / ml G6PI 
für 72 h restimuliert und anschließend der 3H-Thymidineinbau gemessen. Der 
Stimulationsindex (SI) berechnete sich aus dem Quotienten der Werte stimulierter 
und unstimulierter Zellen (Abb. 10). Nach der Stimulation mit 1 µg / ml wurde ein 
Stimulationsindex von ungefähr 4 errechnet. Hierbei zeigten sich keine deutlichen 
Unterschiede zwischen beiden Gruppen. 
Bei in vitro Stimulation mit 10 µg / ml G6PI lag der Stimulationsindex mit circa 5 
höher als bei 1 µg / ml G6PI, aber auch hier war kein großer Unterschied zwischen 





5.6  Zytokinproduktion bei der G6PI induzierten Arthritis 
 
Im Verlauf einer Immunantwort spielt die Produktion von Zytokinen eine 
entscheidende Rolle. Für die in vitro Messung im ELISA habe ich die 
proinflammatorisch wichtigsten Zytokine: IFN-γ, IL-2, IL-6 und IL-17 ausgewählt. 
Zehn DBA/1 Mäuse wurden immunisiert und je fünf davon am Tag 2, 4 und 6 mit 




Abb. 11: Zytokinproduktion nach anti-ICOSL Behandlung. Milzzellen von behandelten 
(schwarze Balken) und unbehandelten (graue Balken) Mäusen (t12) wurden ohne (U) oder 
mit 10 µg / ml G6PI (S) für 48 h stimuliert. Die Zytokinproduktion wurde im Überstand mittels 
ELISA gemessen. Dargestellt sind die Messungen von IFN-γ, IL-2, IL-6 und IL-17 wie in der 
Abbildungsüberschrift angezeigt. N.D. zeigt die Werte unterhalb des Detektionsminimums. 








Aus den Milzzellen wurden Einzelzellsuspensionen hergestellt, aufgeteilt und zur 
Hälfte mit 10 µg / ml G6PI restimuliert. 48 Stunden später wurden die Überstände 
abgenommen und die Zytokinproduktion im ELISA gemessen (Abb. 11). Nach 
Stimulation mit G6PI wurden annähernd 10 ng / ml IFN-γ  in den Überständen von 
fünf behandelten Mäusen gemessen. Der Wert für die Produktion von IL-6 lag bei 
ungefähr 360 pg / ml nach Stimulation. Weder bei IL-6 noch bei IFN-γ konnte ein 
deutlicher Unterschied zwischen der behandelten und unbehandelten Gruppe 
gemessen werden. In den unstimulierten Proben beider Gruppen wurde kein IL-6 
oder IFN-γ gemessen (N.D.). 
In der stimulierten Probe der behandelten Gruppe konnten annähernd 100 pg / ml 
IL-2 nachgewiesen werden. Die IL-2 Produktion der unbehandelten Gruppe war fast 
doppelt so hoch. Die unstimulierten Proben beider Gruppen wiesen ebenfalls circa 
100 pg / ml IL-2 auf.  
In der Kontrollgruppe wurde nach Stimulation eine IL-17 Produktion von circa 
1000 pg / ml gemessen (Mittelwert aus 5 Tieren). Nur halb so viel IL-17 konnte in den  
stimulierten gemittelten Proben der behandelten Gruppe nachgewiesen werden. In 
den unstimulierten Proben ließ sich eine sehr geringe Zytokinproduktion detektieren. 
 
 
5.7  Intrazelluläre Zytokinproduktion der aktivierten T-Zellen nach 
anti-ICOSL Behandlung 
 
Im ELISA wurden Unterschiede zwischen beiden Gruppen in der IL-2 und IL-17 
Produktion festgestellt. Da die Gesamtmenge von IL-2 sehr gering war, habe ich die 
IL-17 Produktion der behandelten und unbehandelten Tiere genauer untersucht. 
Eine wichtige Frage war die präzise Charakterisierung der IL-17 produzierenden 
Zellen. Diese sind zumeist CD4+ und bilden häufig auch TNF-α. Sie werden als 
Th17-Zellen bezeichnet und spielen in anderen Arthritismodellen eine wichtige Rolle 
bei der Pathogenese. Um genauere Aussagen über die IL-17 Produzenten machen 
zu können, wurden diese Zytokine durchflusszytometrisch analysiert. Es wurden 
DBA/1 Mäuse immunisiert und mit oder ohne anti-ICOSL Antikörper an den Tagen 2, 
4 und 6 behandelt. Im Zeitverlauf der Erkrankung wurden sechs Zeitpunkte (wie in 
Abb. 15 dargestellt) ausgewählt, an denen Einzelzellsuspensionen von Milzzellen 




für 6 h in vitro mit G6PI oder anti-CD3/CD28 restimuliert, damit die Zytokinproduktion 
intrazellulär gemessen werden konnte. Die Zellen wurden CD4+ gefärbt, fixiert und 
intrazellulär mit Antikörpern gegen IL-17, TNF-α und ICOS gefärbt. Danach wurden 




Abb. 12: Messung der Zytokinproduktion naiver Mäuse. Milzzellen drei naiver Mäuse 
wurden mit anti-CD4 Antikörper gefärbt, fixiert und permeabilisiert. Dargestellt sind nur die 
CD4+ Zellen. Die Milzzellen blieben entweder unstimuliert (Medium; untere Reihe) oder 
wurden mit 10 µg / ml G6PI (mittlere Reihe) oder mit anti-CD3/CD28 (obere Reihe) stimuliert 
und für 6 h inkubiert. Gefärbt wurde intrazellulär mit einem anti-IL-17 (y-Achse) und 
anti-TNF-α Antikörper (x-Achse). Anhand der Isotypkontrolle (nicht dargestellt) wurden die 
Autofluoreszenzen für die IL-17 und TNF-α Messungen festgelegt und die Eingrenzung der 





Die Spezifität der Färbung wurde mit unspezifischen fluoreszenzfarbstoffmarkierten 
Isotypantikörpern kontrolliert (nicht gezeigt). Die Abbildung 12 zeigt beispielhaft die 
intrazellulären Färbungen von drei naiven Mäusen am Tag 0.  
In der oberen Reihe wurden die Milzzellen mit anti-CD3/CD28 stimuliert, in der 
mittleren mit G6PI und in der unteren Reihe sind die unstimulierten Zellen abgebildet. 
Es wurden nur CD4 positive Zellen gezeigt. Alle drei Mäuse produzierten nach 
Restimulation mit G6PI weder IL-17 noch TNF-α. Bei den unstimulierten Zellen 
wurden keine Zytokine gemessen. Von den anti-CD3/CD28 stimulierten Zellen 
produzierten zwischen 9 und 15 % TNF-α. Unter 0,2 % der CD4+ Zellen, die mit 
anti-CD3/CD28 restimuliert wurden produzierten IL-17 oder IL-17 und TNF-α. 
Neben Tag 0 wurde die Zytokinproduktion auch an den Tagen 6, 9, 12, 25 und 35 









Abb. 13: Messung der intrazellulären Zytokinproduktion am Tag 9.  Milzzellen von je 
drei anti-ICOSL behandelten a) oder Kontrollmäusen b) wurden mit anti-CD4 Antikörper 
gefärbt, fixiert und permeabilisiert. Gefärbt wurde intrazellulär mit einem anti-IL-17 (y-Achse) 
und anti-TNF-α Antikörper (x-Achse). Anhand der Isotypkontrolle wurden die 
Autofluoreszenzen für die IL-17 und TNF-α Messungen festgelegt. Dargestellt sind nur die 
CD4+ Zellen. Die Milzzellen blieben entweder unstimuliert (Medium; untere Reihe) oder 
wurden mit 10 µg / ml G6PI (mittlere Reihe) oder mit anti-CD3/CD28 Antikörper (obere 
Reihe) stimuliert für 6 h inkubiert.  
 
Beispielhaft wurde für Tag 9 die Zytokinproduktion von je drei anti-ICOSL 
behandelten (Abb. 13a) beziehungsweise unbehandelten Mäusen (Abb. 13b) 
gezeigt.  
In der behandelten Gruppe schwankte die IL-17 Produktion nach anti-CD3/CD28 
Restimulation zwischen 0,12 % und 0,27 % und die TNF-α Produktion zwischen 





Kontrolltiere zeigten eine deutlich höhere IL-17 Produktion am Tag 9 als die 
behandelten Mäuse. So bildeten die CD4 positiven Zellen 0,33 bis 0,7 % IL-17 und 
0,97 bis 1,52 % der CD4+ Zellen waren IL-17 TNF-α doppelt positiv.  
Die TNF-α Produktion war jedoch deutlich niedriger als bei den behandelten Mäusen, 
die Kontrolltiere produzierten zwischen 13,7 und 31,1 % TNF-α. 
Die in der mittleren Reihe gezeigte Restimulation der Milzzellen mit G6PI zeigte bei 
beiden Gruppen CD4+ Zellen, von denen weniger als 0,1 % IL-17 bildeten. Die 
Kontrolltiere zeigten eine geringfügig höhere IL17+TNF-α+ Produktion. Die TNF-α 
Produktion war in beiden Gruppen annähernd gleich und lag bei ungefähr 0,3 %. Die 
unstimulierten CD4+ Zellen bildeten unter 0,2 % IL-17 und TNF-α. 
Da die Blockade von ICOSL zu einer verminderten IL-17 Produktion führte, sollte nun 
untersucht werden, inwieweit die IL-17 Produktion und ICOS Expression zusammen 
hängen. Abbildung 14 zeigt die Korrelation zwischen intrazellulärer ICOS-Expression 
und Zytokinproduktion der hier dargestellten CD4+ T-Zellen. Die folgenden 
Abbildungen besitzen alle den gleichen Aufbau, der beispielhaft an Hand der 
Abbildung 14a beschrieben wird. 
Alle Dotplots der Abbildung 14a stellen dieselbe Messung dar, wobei die drei 
gezeigten Parameter in unterschiedlichen Kombinationen abgebildet wurden: In der 
linken Reihe ist ICOS gegen IL-17 abgebildet. Die mittlere Reihe zeigt ICOS gegen 
TNF-α und die rechte IL-17 gegen TNF-α.  
Die linken Abbildungen definieren die jeweils farbig herausgehobenen Populationen. 
In den oberen Reihen sind die ICOS positiven Zellen in blau dargestellt und in den 
unteren Reihen die IL-17 positiven in rot. 
Auffällig war, dass die Mehrzahl der nach anti-CD3/CD28 Stimulation IL-17 
produzierenden Zellen ICOS positiv war, da sie oberhalb der an Hand der 
Isotypkontrolle definierten Linie lagen (Abb. 14a). Nur ein geringer Teil der IL-17 
produzierenden Zellen war unterhalb der Linie zu finden und ist grau dargestellt. Die 
mittlere obere Abbildung zeigt, dass ein Großteil der TNF-α positiven Zellen ICOS 
negativ waren (grau). Ein viel geringerer Teil der Zellen war oberhalb der Linie zu 
finden und ist folglich in blau dargestellt. Das rechte obere Bild in der Abbildung 9a 
zeigt, dass einige der IL-17+ Zellen auch TNF-α positiv sind. Die Mehrzahl der TNF-α 
Produzenten ist jedoch IL-17 negativ. Alle Zellen in blau dargestellt sind ICOS+ und 






















Abb. 14: Darstellung der intrazellulären Zytokinproduktion einer Kontrollmaus  
am Tag 9. Milzzellen einer Kontrollmaus wurden mit anti-CD4 Antikörper gefärbt, fixiert und 
permeabilisiert. Dargestellt sind nur die CD4+ Zellen. Gefärbt wurde intrazellulär mit einem 
anti-IL-17, anti-TNF-α und anti-ICOS Antikörper. 
In der oberen Reihe sind jeweils in blau die ICOS positiven Zellen dargestellt, die übrigen 
Zellen sind grau. In der unteren Reihe sind die IL-17 Zellen jeweils rot dargestellt, die übrigen 
Zellen sind grau. Die gezeigten Dotplots der oberen und unteren Reihe sind identisch. Die 
linke Reihe zeigt jeweils ICOS (y-Achse) gegen IL-17 (x-Achse), die mittlere Reihe zeigt 
ICOS (y-Achse) gegen TNF-α (x-Achse) und die rechte Reihe zeigt jeweils IL-17 (y-Achse) 
gegen TNF-α (x-Achse). Gezeigt wird die anti-CD3/28 Stimulation unter a) und die G6PI 
Stimulation unter b).  
c) Anhand der Isotypkontrolle wurden die Begrenzungen für die IL-17 und ICOS festgelegt. 
 
In den unteren Abbildungen sind die IL-17 produzierenden Zellen rot dargestellt, wie 
in dem linken unteren Bild gezeigt. Die IL-17 positiven Zellen sind fast ausschließlich 
ICOS positiv. Die mittlere untere Abbildung zeigt die Verteilung der IL-17+ Zellen auf 
ICOS und TNF-α. Aus diesem Bild sind Information über alle drei Paramenter 
ersichtlich. Die rechte untere Abbildung zeigt, dass viele der IL-17+ Zellen auch 
TNF-α positiv sind.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass fast alle IL17+ Zellen und einige TNF-α 






Die Abbildung 14b zeigt die Korrelation zwischen ICOS, IL-17 und TNF-α nach G6PI 
Stimulation. Alle Abbildungen stammen aus einer einzigen Messung, wobei die drei 
Parameter in unterschiedlichen Kombinationen abgebildet wurden. In der linken  
Reihe ist ICOS gegen IL-17 abgebildet. Die mittlere Reihe zeigt ICOS gegen TNF-α 
und die rechte IL-17 gegen TNF-α. Diese Abbildung soll verdeutlichen, dass nach 
antigenspezifischer Stimulation die IL-17+ Zellen ICOS positiv und das einige Zellen 
auch ICOS+ TNF-α+ waren. Auffallend ist jedoch, dass keine ICOS negativen TNF-α 
Produzenten nachweisbar waren. 
In Abbildung 14c sind die Kontrollfärbungen mit Isotypantikörpern dargestellt, um die 
unspezifische Hintergrundfärbung sichtbar zu machen.  
 




Abb.15: Zytokinantwort nach G6PI Immunisierung. Milzzellen von anti-ICOSL 
behandelten Mäusen (schwarze Balken) und Kontrolltieren (graue Balken) wurden zu den 
angegebenen Zeitpunkten analysiert (x-Achse). Auf den y-Achsen sind die Prozente der 
CD4+ Zellen angegeben, die in der linken Abbildung IL-17 positiv und in der rechten TNF-α 
positiv sind. Die Unterschiede der IL-17 Produktion zwischen der behandelten und 
unbehandelten Gruppe am Tag 6 und 9 sind statistisch signifikant (p≤0,05) und werden 
durch ** markiert. 
 
Von jeweils drei bis sechs Mäusen pro Gruppe wurden die IL-17 Produktion im 
Verlauf der Arthritis gezeigt (Abb. 15a). Am Tag 0 konnte eine geringe Menge von 
ungefähr 0,3 % IL-17 in den naiven DBA/1 Mäusen nachgewiesen werden. Sechs 
Tage später konnte ein Anstieg der IL-17 Produzenten gemessen werden, wobei der 
Anteil der IL-17 Produzenten der Kontrollgruppe mit 2 % mehr als doppelt so hoch 




Bis zum Tag 9 stieg die Menge der IL-17 Produzenten an. In der Kontrollgruppe 
exprimierten 2,9 % der CD4+ Zellen IL-17. Im Gegensatz dazu konnte in der 
behandelten Gruppe nur eine IL-17 Expression von maximal 1 % gemessen werden, 
was ungefähr einem Drittel des Wertes der Kontrollgruppe entsprach. In der Gruppe 
der unbehandelten Mäuse bildeten am Tag 12 noch 1,7 % der CD4+Zellen IL-17. An 
den folgenden Tagen nahm die Frequenz der IL17+CD4+ Zellen weiter ab. Der 
Unterschied zwischen den beiden Gruppen blieb jedoch bis zum Tag 25 deutlich 
sichtbar. Am Tag 35 erreichte die behandelte Gruppe das Ausgangsniveau, während 
die Kontrolltiere immer noch leicht erhöhte IL-17 Expressionswerte aufwiesen. 
Die Abbildung 15b zeigt die Messergebnisse für TNF-α. 12 % der CD4+ Zellen naiver 
Mäuse exprimierten TNF-α am Tag 0. In beiden Gruppen stiegen die Frequenzen für 
TNF-α in den folgenden Tagen an. Am Tag 6 konnten ähnlich hohe Messwerte von 
ungefähr 22 % in beiden Gruppen erzielt werden. Im weiteren Verlauf stieg die 
TNF-α Expression der anti-ICOSL behandelten Gruppe bis zum Tag 9 an und 
erreichte ein Maximum von 36,4 %. Im Gegensatz dazu exprimierten nur 25,5 % der 
CD4+ Zellen in der Kontrollgruppe TNF-α. Anschließend nahm die Menge der TNF-α 
Produzenten in beiden Gruppen ab, bis am Tag 35 das Ausgangsniveau in beiden 
Gruppen annähernd erreicht wurde.  
Zusammenfassend ist zu sagen, dass die TNF-α Expression keinen Rückschluss 
über den milderen Verlauf der Arthritis bei ICOSL Behandlung geben konnte. Im 
Gegensatz dazu, wurden deutlich niedrigere Frequenzen von IL-17 Produzenten 






Unter dem Begriff der RA wurden beim Menschen verschiedene Krankheitsbilder 
zusammengefasst, denen wahrscheinlich keine völlig identischen pathologischen 
Prozesse zu Grunde lagen. Eine weitergehende Aufklärung der verschiedenen 
Arthritisursachen war von großer Bedeutung und daher wurde in vielen Tiermodellen 
versucht, Ätiologie und Pathogenese der Arthritis zu klären.  
Im Modell der G6PI induzierten Arthritis wurden suszeptible DBA/1 Mäuse mit G6PI 
immunisiert, worauf diese innerhalb eines definierten Zeitfensters eine symmetrische 
Polyarthritis entwickelten. Damit konnte in diesem Modell das erste Mal gezeigt 
werden, dass eine Immunisierung mit einem systemischen Antigen eine 
organspezifische Erkrankung in normalen nicht-transgenen Mäusen induzierte. 
Durch Depletionsversuche konnte weiterhin gezeigt werden, dass CD4+ T-Zellen für 
die Arthritispathogenese vorhanden sein müssen. Erfolgte der Beginn der CD4 
Depletion erst bei Erreichen des Krankheitsgipfels, trat bei den behandelten Tiere 
eine raschere Heilung ein (Schubert et al. 2004). 
Auch in anderen Arthritismausmodellen waren CD4+ T-Zellen von Bedeutung. Im 
Gegensatz zum G6PI Modell sind CD4+ T-Zellen in K/BxN Mäusen nur in der 
Induktionsphase für die Vermittlung der Antikörperantwort von Bedeutung, während 
das Fehlen der CD4+ T-Zellen zu einem späteren Zeitpunkt keinen Einfluss mehr auf 
den Krankheitsverlauf hatte (Kouskoff et al. 1996). Weitere Hinweise für die starke 
Bedeutung von T-Zellen in Arthritismodellen ergaben sich durch das spontane 
Auftreten einer Arthritis durch Mutation in der SH2-Domäne von ZAP-70, einem 
wichtigen Molekül für die Signaltransduktion in T-Zellen (Sakaguchi et al. 2003).  
Da in diesen und anderen Modellen die große Bedeutung von T-Zellen gezeigt 
werden konnte, sind auch die zu Grunde liegenden Funktionsmechanismen der 
T-Zellaktivierung von Interesse. Aus einigen Publikationen gibt es Hinweise auf den 
Einfluss von kostimulatorischen Molekülen, wie beispielsweise CD28-CD80/CD86, 
CD40-CD40L und CD134-CD134L, auf den Verlauf einer CIA. Hierbei konnte jeweils 
durch die Blockade der Interaktion und Verhinderung der T-Zellaktivierung die 
Ausbildung einer Arthritis verhindert werden (Tada et al. 1999, Webb et al. 1996, 
Durie et al. 1993, Yoshioka et al. 2000). Diese Ergebnisse zeigten, dass die 
Aktivierung der CD4+ T-Zellen durch kostimulatorische Moleküle für die CIA 




Deswegen wurde in dieser Arbeit der Einfluss des von T-Zellen aktivierungsabhängig 
exprimierten Moleküls Inducible costimulator molecule – ICOS (Hutloff et al. 1999, 
McAdam et al. 2000, Gonzalo et al. 2001) auf die Pathogenese der G6PI induzierten 
Arthritis untersucht.  
 
 
6.1 ICOS-ICOSL Interaktion im Modell der G6PI induzierten 
Arthritis  
 
Der Einfluss der ICOS-ICOSL Interaktion auf den Verlauf der G6PI induzierten 
Arthritis sollte analysiert werden, wozu ein blockierender anti-ICOSL Antikörper 
eingesetzt wurde. Der Vorteil dieser Blockade besteht darin, dass die in diesem 
Projekt interessierenden CD4+ T-Zellen keinen Antikörper gebunden haben, was bei 
einem blockierenden ICOS Antikörper der Fall gewesen wäre. Ein existierender 
anti-ICOS Antikörper zeigte in vitro nicht ausschließlich blockierende Funktionen 
(A.Hutloff, persönliche Mitteilung), so dass nicht auszuschließen wäre, dass eine 
solche Aktivierung auch bei in vivo Applikation des Antikörpers aufträte. 
Möglicherweise könnte dies eine denkbare Erklärung für die Versuchsergebnisse von 
Rottmann et al. im Modell der Experimentellen Autoimmunen Encephalomyelitis 
(EAE) (Rottman et al. 2001) sein. So verschlimmerte eine frühzeitige Gabe des 
anti-ICOS Antikörpers den Krankheitsverlauf, während eine späte Applikation 
protektiv wirkte. 
 
6.1.1 Klinischer Verlauf 
Wie in Abbildung 6a gezeigt, sieht man bei früher anti-ICOSL Gabe an Tag 2, 4 und 
6 einen deutlich protektiven Effekt der Behandlung. Bei den therapeutisch 
behandelten Tieren zeigte sich ebenfalls ein milderer Verlauf der Arthritis, jedoch 
waren die Effekte nicht so deutlich ausgeprägt wie bei der früh behandelten Gruppe.  
Da die für diese Versuche verwendeten Tierzahlen mit vier beziehungsweise fünf 
Tieren sehr gering waren, ergab sich im Vergleich der spät behandelten Gruppe mit 
der Kontrollgruppe keine Signifikanz, während die Unterschiede zwischen 
Kontrollgruppe und früh behandelter Gruppe trotz des sehr kleinen n-Wertes bis Tag 




Eine detailliertere Betrachtung der kranken Tiere in Abbildung 6b und 6c zeigte, dass 
in der früh behandelten Gruppe eine Maus erkrankte. Ursächlich hierfür könnte eine 
fehlerhafte Applikation des i.p. gespritzten anti-ICOSL Antikörper (MIL 5733) sein. 
Als ein weiterer Hinweis könnte die Tatsache gewertet werden, dass in später 
durchgeführten Versuchen so stark erkrankte Tiere nach Behandlung nicht mehr 
auftraten (Daten nicht gezeigt). Ab der dritten Woche nach G6PI Immunisierung 
wiesen zusätzlich weitere behandelte Tiere deutliche Krankheitszeichen auf, was 
möglicherweise auf ein Nachlassen der Antikörperwirkung zurück zu führen sein 
könnte. Bei der späten Behandlung gesunden einige Tiere im Vergleich mit Tieren 
der Kontrollgruppe schneller, was auf einen therapeutischen Effekt der Blockade der 
ICOS-ICOSL Interaktion zu einem späteren Zeitpunkt hindeuteten würde. Die 
klinischen Scores spiegeln sich in der histologischen Analyse der Pfoten and Tag 12 
und 40 wieder. 
Die ICOS-ICOSL Interaktion spielt auch in anderen Arthritismodellen eine wichtige 
Rolle. Beispielsweise entwickelten ICOS-/- Mäuse im Modell der CIA nach Applikation 
von CII im Vergleich zu den Kontrolltieren keine Arthritis (Dong und Nurieva 2003). 
Weiterhin konnten Iwai et al. im CIA Modell zeigen, dass nach viermaliger Gabe von 
anti-ICOSL Antikörper der Verlauf der Arthritis in DBA/1 Mäusen deutlich milder 
verlief. Diese Effekte zeigten sich auch dann, wenn die Therapie erst bei Auftreten 
der ersten Krankheitsanzeichen begann, wobei die Interpretation der 
unterschiedlichen Therapieintervalle (Tag -1 bis 5 und Tag 5 bis 11 der 
Sekundärimmunisierung) durch die variable Verlaufsform der Scorekurven erschwert 
wurde (Iwai et al. 2002). 
 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die anti-ICOSL Behandlung einen 
erheblichen Einfluss auf das Krankheitsgeschehen hat, so dass sich trotz der sehr 
geringen Tierzahlen statistisch abgesicherte Effekte zeigten. Im weiteren Verlauf 










6.2 Aktivierungszustand der CD4+ T-Zellen 
 
Da die Blockade der ICOS-ICOSL Interaktion einen deutlichen Effekt auf den Verlauf 
der G6PI Arthritis hatte, war es von großem Interesse die ICOS positiven Zellen 
näher zu charakterisieren. ICOS, ein Mitglied der CD28-Familie, wird nur auf 
aktivierten CD4+ T-Zellen exprimiert (Hutloff et al. 1999, McAdam et al. 2000, 
Gonzalo et al. 2001).  
Daher war es wichtig zu überprüfen, ob die Immunisierung mit G6PI in CFA zu einer 
verstärkten Expression von ICOS auf der Zelloberfläche von CD4+ T-Zellen führte. 
Zusätzlich wurden CD25 und CD134 aus der Vielzahl von bekannten 
Aktivierungsmolekülen ausgewählt und in Koexpression mit ICOS über den 
gesamten Krankheitsverlauf untersucht. Die Analyse ergab, dass sich der Anteil von 
ICOS+ Zellen innerhalb der CD4+ T-Zellpopulation während der Krankheitsphase 
annähernd verdoppelte und die Blockade der ICOS-ICOSL Interaktion keinen 
Einfluss auf die ICOS Expression hatte. Offensichtlich gab es für die drei hier 
untersuchten Oberflächenmoleküle keine durch ICOSL vermittelte 
Expressionsregulation. Betrachtet man die Expression der hier untersuchten 
kostimulatorischen Oberflächenmoleküle als Maßstab für den Aktivierungszustand 
der CD4+ T-Zellen, so zeigten sich keine Unterschiede zwischen den anti-ICOSL 
behandelten Tieren und den Kontrolltieren, die den milderen Verlauf der Arthritis 
erklären könnten. 
Bei diesen Überlegungen ist zu berücksichtigen, dass antigenspezifische T-Zellen 
nach ihrem Priming das sekundär lymphatische Gewebe verlassen und in die 
entzündlich veränderten Gelenke einwandern. Folglich lieferte die Analyse der 
Milzzellen nur einen kleinen Ausschnitt der ablaufenden Immunreaktion (Muller-
Ladner et al. 2005, Spargo et al. 2001, Mora und von Andrian 2006), weswegen 
Untersuchungen des T-Zell Aktivierungszustands innerhalb der Gelenke von 










6.3 Einfluss der ICOS-ICOSL Blockade auf die G6PI spezifische 
Antikörperproduktion 
 
Die folgenden Experimente sollten die immunologischen Mechanismen nach ICOSL 
Blockade an den frühen Zeitpunkten detaillierter untersuchen. Der deutlich mildere 
Verlauf bei anti-ICOSL Behandlung könnte mit einer verminderten G6PI spezifischen 
Antikörperantwort korrelieren, denn die ICOS-ICOSL Interaktion spielt eine wichtige 
Rolle für die B-Zellhilfe der so genannten Tfh-Zellen (McAdam et al. 2001).  
Zur Charakterisierung des ICOSL Einflusses auf die Antikörperantworten im G6PI 
Modell wurden die Serumspiegel der G6PI spezifischen Isotypantikörper (IgM, IgG1, 
IgG2a, IgG2b, IgG3) bestimmt. Dazu wurde aus den immunisierten Tieren Serum 
(t12) aufgearbeitet, da in diesem Modell am Tag 12 die maximalen Antikörpertiter 
bestimmbar waren (Schubert et al. 2004). Beide Gruppen zeigten ähnlich hohe 
Antikörpertiter für IgG2a, IgG2b sowie IgM. Auch die Unterschiede bei IgG1 scheinen 
als Erklärung für die deutlichen klinischen Effekte bei der anti-ICOSL Blockade nicht 
ausreichend stark zu sein. 
Grundsätzlich ist der Einfluss der ICOSL Blockade auf spezifische 
Antikörperantworten in murinen Arthritismodellen von Interesse, denn ICOS-/- 
Mäusen haben histologisch kleinere Keimzentren und zeigen daher eine reduzierte 
B-Zellantwort (Akiba et al. 2005, McAdam et al. 2001). Auch im Menschen führt eine 
ICOS Defizienz zu vergleichbaren Effekten (Bossaller et al. 2006). 
Aus dem K/BxN-Modell ist bekannt, dass Antikörper bei der Pathogenese dieser 
Arthritis eine wichtige Rolle spielen und durch Antikörpertransfer die Arthritis auf 
Empfängertiere übertragen werden kann (Maccioni et al. 2002). Schubert et al. 
konnten im Modell der G6PI induzierten Arthritis in DBA/1 Mäusen 
antigenspezifische Antikörper nachweisen (Schubert et al. 2004). Allerdings gelang 
es nicht, durch Transfer von Serum aus kranken Mäusen oder durch Applikation von 
in vitro generierten G6PI spezifischen Antikörpern die Arthritis zu übertragen 
(D. Schubert, persönliche Kommunikation). Diese Ergebnisse könnten zu der 
Schlussfolgerung führen, dass die Antikörper im G6PI Modell (im Gegensatz zu 
anderen Modellen) für die Pathogenese nicht von primärer Bedeutung sind.  
In CIA Modell führte die anti-ICOSL Blockade zu signifikant reduzierten IgG1, IgG2a 




die gewählte Auswertungsmethode gegen selbst definiertes Standardserum nur eine 
eingeschränkte Interpretation der Ergebnisse erlaubt. 
In einem weiteren CIA Modell verglich die Arbeitsgruppe um Dong die 
Antiköperkonzentrationen in ICOS-/-- und Wildtypmäusen. Bei Untersuchungen des 
die CIA vermittelnden IgG2a Antikörperspiegels im Serum am Tag 58 zeigte sich nur 
in der geringsten Verdünnungsstufe von 1:5 ein Unterschied in den gemessen OD 
Werten zwischen den beiden Gruppen (Dong und Nurieva 2003). Da auf eine 
weitergehende Quantifizierung der Immunglobulinkonzentrationen verzichtet wurde, 
ist hier der Aussagewert allerdings beschränkt. Zusammenfassend ist zu sagen, 
dass eine endgültige Bewertung des Einflusses von ICOS auf die Produktion der 
Antikörper in den oben genannten Publikationen durch die methodischen 
Unzulänglichkeiten der Auswertung erschwert wurde. Zusätzlich sollte nicht 
unberücksichtigt bleiben, dass in der CIA, im Gegensatz zum G6PI Modell, 
Antikörper durchaus eine größere Rolle spielen könnten, da hier die 
Krankheitsinduktion mittels Serumtransfer funktioniert (Brand et al. 2003). 
Da die T-Zellhilfe zum Klassenwechsel nur in einem relativ definierten Zeitfenster 
nach Immunisierung erfolgt, lassen sich die klinischen Effekte der ICOSL Blockade in 
der G6PI Arthritis über die geringe Modulation der Antikörperkonzentration nicht 
ausreichend erklären, zumal auch die therapeutische Gabe des anti-ICOSL 
Antikörpers klinische Effekte zeigte.  
Ein grundlegender Unterschied zwischen dem G6PI Modell und anderen Modellen 
wie CIA oder K/BxN scheint die bislang nicht geglückte Krankheitsinduktion mittels 
Serum- oder Antikörpertransfer zu sein, während CD4+ T-Zellen auch in der späteren 
Krankheitsphase relevant waren (Schubert et al. 2004). Folglich wäre eine direkte 













6.4 Funktionelle Untersuchung der Zellpopulation nach G6PI 
Immunisierung 
 
6.4.1 Proliferation nach G6PI Immunisierung  
Neben der Expression von charakteristischen Oberflächenmolekülen ist die 
Proliferation ein weiteres wichtiges Merkmal der Zellaktivierung.  
Aus Vorarbeiten im G6PI Arthritismodell ist bekannt, dass die antigenspezifische 
Zellproliferation 12 Tage nach Immunisierung am stärksten ist (Schubert et al. 2004). 
Deshalb wurde dieser Zeitpunkt gewählt um den Einfluss der ICOSL Blockade auf 
die Proliferation zu analysieren. Dabei zeigte sich eine antigenspezifische 
Proliferation, wobei keine Unterschiede zwischen der behandelten und der 
Kontrollgruppe nachweisbar waren.  
Der Einfluss von ICOS auf die Proliferation wurde auch von anderen Arbeitsgruppen 
in ICOS-/- und Wildtypmäusen vergleichend untersucht (Dong et al. 2001, McAdam et 
al. 2001): In Experimenten der Arbeitsgruppe um Sharpe zeigten sich nur geringe 
Unterschiede in der anti-CD3 induzierten in vitro Proliferation zwischen den ICOS-/- 
und den Wildtyptieren (McAdam et al. 2001). Die von Dong et al. generierten 
knockout Mäuse zeigten dagegen einen größeren Einfluss von ICOS auf die 
Proliferation von Milz- und Lymphknotenzellen, da in knockout Tieren das 
Zellwachstum nach in vitro Stimulation mit anti-CD3 Antikörper vermindert war (Dong 
et al. 2001). Auch im Modell der CIA wurde der Einfluss einer anti-ICOSL Blockade 
auf die Proliferation untersucht. Fünf Tage nach der letzten CII Immunisierung 
wurden Milz- und Lymphknotenzellen, sowie aus der Milz aufgereinigte CD4+ 
T-Zellen, isoliert, und in vitro antigenspezifisch stimuliert, wobei die Zellen der anti-
ICOSL behandelten Tiere eine signifikant verminderte Proliferation zeigten (Iwai et al. 
2002). Nurieva et al. untersuchten die Proliferation in ICOS-/- und Wildtypmäusen im 
CIA Modell. Hierzu wurden 14 Tage nach der letzten Immunisierung Milzzellen 
isoliert und mit CII stimuliert. Die Zellproliferation zwischen den beiden Gruppen 
unterschied sich dabei nur marginal. Eine Erklärungsmöglichkeit für die 
unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Arbeitsgruppen könnte sein, dass an dem 
neun Tage späteren Untersuchungszeitpunkt ein Teil der antigenspezifischen Zellen 
bereits aus dem sekundär lymphatischen Gewebe ausgewandert war und somit eine 




In keinem der drei untersuchten Arthritismodelle ließ sich die Proliferation vollständig 
unterdrücken, nur in einem der oben beschriebenen CIA Modelle konnte ein leichter 
Unterschied in der Proliferation detektiert werden. Somit spielt offensichtlich die 
Zellproliferation in keinem der hier beschriebenen Modelle für die klinisch 
nachweisbaren Effekte der ICOS-ICOSL Interaktion eine entscheidende Rolle.  
 
Zusammenfassend lieferten die bisher untersuchten Parameter zur 
Oberflächenexpression von Aktivierungsmolekülen, der G6PI spezifischen 
Antikörperantwort sowie der Zellproliferation noch keine befriedigende Erklärung für 
die deutlichen klinischen Effekte bei ICOSL Blockade. 
 
 
6.4.2 Zytokinproduktion nach G6PI Immunisierung 
Eine weitere wichtige Effektorfunktion von CD4+ T-Zellen ist die Zytokinproduktion. 
Im Modell der G6PI Arthritis sind vor allem die proinflammatorischen Zytokinen für 
die Pathogenese bedeutsam (Schubert et al. 2004). Daher wurden die Zytokine 
IFN-γ, IL-2, IL-6 und IL-17 ausgewählt und ihre Produktion mit Hilfe des ELISAs 
quantitativ gemessen. 
In den eigenen Messungen war nach G6PI Stimulation eine erhebliche IFN-γ 
Produktion nachweisbar. Es konnten aber keine Unterschiede zwischen der 
behandelten und der unbehandelten Gruppe festgestellt werden.  
Die Publikationen zum Einfluss von ICOS auf die Produktion von IFN-γ zeigten kein 
homogenes Bild. So produzierten ICOS-/- Mäuse im Vergleich zu Wildtyptieren nach 
KLH Immunisierung vermehrt IFN-γ (McAdam et al. 2001, Park et al. 2005). Im EAE 
Modell zeigten ICOS-/- Mäuse sowie Tiere nach einer präventiven Behandlung mit 
einem blockierenden anti-ICOS Antikörper höhere IFN-γ Spiegel als die Kontrolltiere 
(Dong et al. 2001, Rottman et al. 2001). Auch im Modell der CIA wurde in ICOS-/- 
Mäusen vermehrt IFN-γ gemessen (Nurieva et al. 2003), jedoch zeigten anti-ICOSL 
behandelte Tiere im Modell der CIA eine deutlich verminderte IFN-γ Produktion 
verglichen mit den Kontrolltieren (Iwai et al. 2002).  
Zusammenfassend ergibt sich kein einheitliches Bild über den Einfluss der 
ICOS-ICOSL Interaktion auf die Produktion von IFN-γ. Es konnte bislang nicht 
gezeigt werden, dass IFN-γ für die Arthritispathogenese eine entscheidende Rolle 




weiterführende Untersuchungen zum Einfluss der ICOS-ICOSL Interaktion auf die 
IFN-γ Produktion. 
 
IL-6 ist ein weiteres wichtiges proinflammatorisches Zytokin, welches für die 
Arthritispathogenese von Bedeutung ist (McInnes und Schett 2007). Beispielsweise 
besitzt es stimulatorische Aktivität auf Osteoklasten, so dass die Knochenbildung 
inhibiert und die Resorption gefördert werden könnte (Kwan Tat et al. 2004).  
Eigene Untersuchungen ergaben, dass in den Kulturüberständen der 
Milzzellsuspensionen nach Stimulation mit G6PI IL-6 detektiert werden konnte, wobei 
keine Unterschiede zwischen der behandelten und unbehandelten Gruppe zu finden 
waren. Offensichtlich hat die Blockade von ICOSL keinen Einfluss auf die IL-6 
Produktion nach G6PI Immunisierung. 
Die Konzentration von IL-6 und seinem löslichen Rezeptor ist in der 
Synovialmembran von RA-Patienten erhöht (Kotake et al. 1996) und auch aus 
Tiermodellen ergibt sich ein Einfluss auf die Arthritispathogenese. So zeigten IL-6-/- 
Mäuse einen deutlich milderen Arthritisverlauf als die Wildtyp-Kontrolltiere (Alonzi et 
al. 1998, Sasai et al. 1999). In einem kürzlich von der Gruppe um Sakaguchi näher 
untersuchten Modell mit SKG Mäusen wurde die Bedeutung von IL-6 differenzierter 
analysiert. Die Untersuchungen ergaben, dass die Produktion von IL-6 für die 
Krankheitsinduktion der SKG Arthritis relevant ist. Als Quelle dieses Zytokins konnten 
Zellen des angeborenen Immunsystems identifiziert werden (Hirota et al. 2007).  
Zusammenfassend ist festzustellen, dass IL-6 für die Arthritispathogenese wichtig ist. 
Wenn man von Nicht-CD4+ T-Zellen als Quelle ausgeht, wäre erklärlich, dass auch 
die ICOSL Blockade anscheinend keinen Einfluss auf die Menge des produzierten 
IL-6 hat. 
IL-2 ist ein Zytokin, welches von aktivierten CD4+ T-Zellen produziert wird. Meine 
Ergebnisse zeigten, dass die Produktion von IL-2 nur sehr gering und zumeist 
antigenunabhängig war, was darauf hindeutet, dass die IL-2 Produktion keine 
entscheidende Rolle in der Arthritispathogenese spielt. Diese Annahme wird gestützt 
durch aktuelle Arbeiten, in denen gezeigt werden konnte, dass die Generierung von 
Th17 Zellen (siehe unten) durch IL-2 aktiv inhibiert wurde (Laurence et al. 2007). 
Wie bei einer Vielzahl von entzündlichen Erkrankungen besitzt das 
proinflammatorische Zytokin TNF-α auch für die Pathogenese der RA eine große 




beispielsweise T-Lymphozyten, Makrophagen und Mastzellen, kann TNF-α 
exprimieren und freisetzen. TNF-α wirkt chemotaktisch, angiogenetisch und induziert 
die Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen (McInnes und Schett 2007). 
So führt es beispielsweise im entzündeten Gelenk zu einer verstärkten Synthese der 
Kollagenase in synovialen Zellen, einer verstärkten Resorption von Proteoglykanen 
und deren Inhibition der Synthese sowie zur Knochenresorption durch Osteoklasten 
(McInnes und Schett 2007, Beutler und Cerami 1989).  
Der Einsatz von TNF-α blockierenden Medikamenten, wie beispielsweise löslichem 
TNF-Rezeptor (Enbrel®) oder Antikörpern gegen TNF-α (z.B. Remicade®), ist ein 
neuer Therapieansatz bei der Behandlung von RA Patienten. Bei 70 % der 
Behandelten wurde eine Verbesserung der Symptome erreicht (Smolen et al. 2007, 
Feldmann 2002). Dabei konnte schon nach weniger als 24 Stunden ein Abfall des 
Serumspiegels von IL-6 und Akute Phase Protein nachgewiesen werden (McInnes 
und Schett 2007). 
 
In meinen Untersuchungen konnte ich keinen Einfluss der anti-ICOSL Behandlung 
auf die Anzahl der TNF-α produzierenden CD4+ T-Zellen feststellen. Am Tag 9 
produzierten sogar mehr CD4+ T-Zellen der behandelten Gruppe TNF-α, wobei diese 
Unterschiede nicht signifikant waren. Im G6PI Modell gibt es allerdings Ergebnisse, 
die eine Relevanz von TNF-α für den Schweregrad der Erkrankung zeigen: Durch 
Verwendung blockierender anti-TNF-α Antikörper (Enbrel®) wurde der Einfluss von 
TNF-α auf die Pathogenese der G6PI Arthritis untersucht (Schubert et al. 2004). Bei 
regelmäßigen Applikationen von 30 µg wurde nur ein geringfügig milderer Verlauf der 
Arthritis beobachtet, während die Gabe von 100 µg einen deutlicheren Effekt auf die 
klinische Symptomatik ausübte. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die 
Menge der applizierten TNF-α blockierenden Substanzen von erheblicher Bedeutung 
für die Behandlungserfolge sind. 
Es gibt viele Beispiele in anderen Tiermodellen, welche die große Bedeutung von 
TNF-α in der Arthritispathogenese zeigen. Im Modell der CIA konnte beispielsweise 
nach der Behandlung mit anti-TNF-α eine deutliche Verbesserung der klinischen 
Symptomatik beobachtet werden (Williams et al. 1992, Thorbecke et al. 1992). 
Zeitgleich generierte die Gruppe um Kollias eine für humanes TNF-α transgene 
Maus, welche unter anderem eine erosive Polyarthritis enwickelte (Keffer et al. 




konnte die Arbeitsgruppe von Mathis eine Bedeutung von TNF-α in der Pathogenese 
dieses Arthritismodells zeigen (Ji et al. 2002). Während der Induktionsphase konnte 
allerdings im K/BxN Modell durch Gabe eines TNF-α Antikörpers kein protektiver 
Effekt nachgewiesen werden (Kyburz et al. 2000), wobei die verwendete 
Antikörperdosis relativ gering erscheint.  
Im SKG Modell wurde kürzlich versucht, die Bedeutung von einigen 
proinflammatorischen Zytokinen für die Entstehung der Arthritis aufzuschlüsseln. 
Dabei konnte gezeigt werden, dass pathogeneserelevantes TNF-α nicht nur von 
CD4+ T-Zellen, sondern auch von Zellen des angeborenen Immunsystems produziert 
wurde (Hirota et al. 2007).  
Nach Blockade mit anti-ICOSL wurde im Modell der CIA die mRNA Expression für 
TNF-α in den Gelenken untersucht, wobei nach Applikation des Antikörpers die 
Bandenstärke für TNF-α reduziert war (Iwai et al. 2002). In ICOS-/- Mäusen konnte im 
Vergleich mit Wildtyptieren nach Immunisierung mit CII kein Unterschied der TNF-α 
Produktion durch in vitro Stimulation festgestellt werden (Nurieva et al. 2003).  
Die Behandlung mit anti-ICOSL in meinen Untersuchungen zeigte keinen direkten 
Einfluss auf die TNF-α Produktion der aktivierten CD4+ T-Zellen. Indirekte Effekte 
könnten einen Einfluss auf die Gesamtmenge des produzierten TNF-α haben, denn 
es wäre beispielsweise eine Modulation der TNF-α Produktion durch Makrophagen 
denkbar. Dies könnte ein Ansatzpunkt für weitergehende Experimente sein. 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Rolle, die TNF-α in der 
Pathogenese der G6PI induzierten Arthritis spielt (wie durch Behandlung mit 
Etanercept gezeigt) für meine Blockadeexperimente mit anti-ICOSL so nicht 
abschließend geklärt werden konnte, da nur CD4+ T-Zellen betrachtet wurden. 
Weiterführende Untersuchungen zur Analyse der TNF-α Produktion von Nicht-CD4+ 
T-Zellen (die ICOSL positiv sein könnten) wären notwendig. 
 
Kürzlich wurde eine weitere T-Zell Subpopulation, die sogenannten Th17 Zellen, 
definiert (Park et al. 2005, Weaver et al. 2006, Weaver et al. 2007). Diese Th17 
Zellen, welche unter anderem IL-17 produzieren, sind für die Arthritispathogenese 
von große Bedeutung (McInnes und Schett 2007, Murphy et al. 2003). In der 
Synovialflüssigkeit von RA-Patienten wurde IL-17 detektiert und T-Zellklone, die aus 
RA-Patienten gewonnen und expandiert wurden, exprimierten IL-17 (Aarvak et al. 




Chemokinen induzieren. Beispielsweise können auf diese Art aktivierte Synoviozyten 
die Migration von neutrophilen Granulozyten ins Gelenk verursachen. Weiterhin 
steigert IL-17 die Produktion von einigen proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-6, 
TNF-α und IL-1β (Weaver et al. 2007). 
In meinen Untersuchungen konnte ich sowohl im ELISA wie auch in anschließenden 
intrazellulären Messungen eine hohe IL-17 Produktion meiner erkrankten Tiere 
nachweisen. Die Synthese von IL-17 erreichte am Tag 9 ihr Maximum, was im 
zeitlichen Vergleich deutlich vor dem Erreichen des Krankheitsgipfels (Tag 15) lag. 
Bemerkenswert war, dass in beiden verwendeten Analyseverfahren ein deutlicher 
Unterschied in der IL-17 Konzentration zwischen der anti-ICOSL behandelten und 
der unbehandelten Gruppe zu finden war. Die quantitative Messung der IL-17 
Produktion zeigte deutlich mehr Zytokinsekretion der Kulturzellen aus Tieren der 
Kontrollgruppe als der behandelten Gruppe. Auch die intrazelluläre Analyse der IL-17 
Produktion zeigte an Tag 6 und Tag 9 deutlich höhere Werte für die Kontrollgruppe. 
Bei der mathematischen Berechnung der Signifikanz ergab sich ein p-Wert < 0,001 
(hoch signifikant).  
Das IL-17 auch in anderen Arthritis-Tiermodellen eine Rolle spielt, wurde 
beispielsweise im CIA Modell gezeigt. Nach Immunisierung mit CII entwickelten 
IL-17-/- Mäuse eine Arthritis mit geringerer Inzidenz als die Kontrolltiere (Nakae et al. 
2003). Wurden im AIA Arthritismodell IFN-γ-/- Mäuse mit einem blockierenden 
anti-IL-17 Antikörper behandelt, so erkrankten diese weniger heftig als die 
entsprechenden Kontrolltiere (Irmler et al. 2007).  Auch die Entwicklung einer 
autoimmunen Arthritis in SKG Mäusen hängt stark von der Menge der IL-17 
produzierenden CD4+ T-Zellen ab (Hirota et al. 2007). Weiterhin wurde in IL-17R-/- 
Mäusen gezeigt, dass nach intraartikulärer Injektion von 
Streptokokkenwandbestandteilen die chronische Phase der Synovitis verhindert 
werden konnte (Lubberts et al. 2005). Die Gruppe um Nurieva hat in ICOS-/- Mäusen, 
die nach CII Immunisierung keine CIA entwickelten, eine verminderte IL-17 
Produktion nachweisen können. Zusätzlich zeigten detaillierte in vitro 
Untersuchungen, dass durch die Zugabe eines stimulierenden anti-ICOS Antikörpers 
die Produktion von IL-17 in Milzzellen aus Wildtyptieren verdoppelt werden konnte 
(Nurieva et al. 2003). Weitergehende Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe ergaben 
bei ex vivo Restimulation von KLH immunisierten Tieren eine deutlich verminderte 




Zusammenfassend könnte man postulieren, dass initial zur Entwicklung der 
antigenspezifischen CD4+ Th17-Zellen benötigtes IL-6 von Nicht-CD4+ T-Zellen 
produziert wurde. Durch Behandlung mit anti-ICOSL Antikörper wurde die Population 
der antigenspezifischen CD4+ Effektorzellen beeinflusst, denn meine 
Untersuchungen zeigten einen deutlichen Unterschied in der Menge des 
produzierten IL-17. Denkbar wäre, dass die verminderte IL-17 Konzentration nach 
ICOSL Blockade die Produktion proinflammatorischer Zytokine, wie beispielsweise 
TNF-α oder IL-1, in Zellen des angeborenen Immunsystems verringert. 
Ich habe mich in meinen Untersuchung primär auf die Rolle der CD4+ T-Zellen 
konzentriert, da aus Vorarbeiten bekannt war, dass eine depletierende anti-CD4+ 
Antikörper Behandlung den Krankheitsverlauf der G6PI Arthritis hemmt (Schubert et 
al. 2004). Weiterführende Experimente zur näheren Charakterisierung von 
Nicht-CD4+ T-Zellen wären von Interesse. In diesem Zusammenhang könnten 
Effekte entweder durch eine verminderte CD4+ T-Zellaktivierung (IL-17) vermittelt 
werden, oder aber der blockierende anti-ICOSL Antikörper könnte direkt auf Zellen 
des angeborenen Immunsystems wirken (Chen 2004).  
 
 
6.4.3 Charakterisierung der Zytokinproduktion ICOS+ T-Zellen 
Weitergehende Experimente nach Analyse der klinischen Effekte der anti-ICOSL 
Behandlung ergaben nur in der IL-17 Produktion der CD4+ T-Zellen einen deutlichen 
Unterschied. Deswegen war es von Interesse die Korrelation zwischen ICOS 
Expression auf CD4+ T-Zellen und der IL-17 Produktion zu untersuchen. 
ICOS wird im Gegensatz zu CD28 nach Aktivierung von T-Effektorzellen und 
-Gedächtniszellen verstärkt exprimiert. In den ersten Publikationen zur ICOS 
Expression gab es deutliche Hinweise auf ein verstärktes Vorkommen von ICOS auf 
Th2-Zellen sowie IL-10 produzierenden Zellen mit regulatorischen Funktionen 
(Hutloff et al. 1999, Dong et al. 1999). Weitergehende Untersuchungen ergaben eine 
Bedeutung von ICOS auch für Th1-Zellen (Sperling und Bluestone 2001). Werden in 
vitro generierte T-Helferzellenpopulationen ICOS vermittelt restimuliert, so wird die 
Produktion des jeweilig charakteristischen Zytokinmusters induziert. So produzierten 
beispielsweise Th1-Zellen IFN-γ, Th2-Zellen IL-4, IL-10, IL-5 und IL-13 und 




In einer Publikation von Löhning et al. (2003) wurde die Intensitiät der ICOS 
Expression auf der Oberfläche von CD4+ T-Zellen mit den produzierten Zytokinen in 
Beziehung gesetzt. Dazu wurden Zellen aus BALB/c Mäusen mit ICOS Antikörper 
gefärbt und an Hand ihrer ICOS Expression sortiert. Nach Stimulation dieser 
Zellfraktionen konnte die Intensität der ICOS Expression der CD4+ Zellen berechnet 
und im Zusammenhang mit der Prozentzahl der zytokinproduzierenden Zellen 
dargestellt werden: TNF-α wurde zumeist von ICOS negativen Zellen produziert, 
während IL-2, IFN-γ und GM-CSF von ICOS intermediär exprimierenden Zellen 
hergestellt wurden. Auf IL-5, IL-13 und IL-4 produzierenden Zellen wurde ICOS 
stärker exprimiert, die stärkste ICOS Expression konnte auf IL-10 produzierenden 
Zellen beobachtet werden (Lohning et al. 2003). Diese Beziehung zwischen ICOS 
Expression und Zytokinproduktion von CD4+ T-Zellen konnte sich durch 
unterschiedliche Stimuli verschieben. Dies wurde für IL-2, IL-10 und IFN-γ nach 
Infektion mit Schistosoma mansoni und Toxoplasma gondii und in einem Mausmodell 
für chronisch entzündliche Darmerkrankungen gezeigt (Bonhagen et al. 2003). 
Bislang wurden noch keine Untersuchungen zur Koexpression von ICOS und IL-17 
durchgeführt. Meine Untersuchungen zu dieser Fragestellung ergaben, dass 
ICOShigh oder ICOSintermediäre CD4+ T-Zellen die Produzenten von IL-17 sind.  
 
Es gibt Hinweise darauf, dass die ICOS Expression für eine längere 
Überlebensdauer von T-Zellen nach Antigenkontakt steht (A. Hutloff; persönliche 
Mitteilung). Durch ICOS Stimulation konnte die Expression von für das Überleben 
von Zellen wichtigen Genen wie beispielsweise Bcl-XL und A1 induziert werden  (van 
Berkel und Oosterwegel 2006, Lutz et al. 2007). Daraus ergibt sich als Hypothese, 
dass die ICOS Expression nicht im direkten Zusammenhang mit einer spezifischen 
T-Helferzellpopulation steht, sondern das ICOS von längerlebigen 
T-Gedächtniszellen nach Antigenkontakt exprimiert wird. Innerhalb dieser 
T-Zellpopulation könnten sich somit auch die jeweilig für die Pathogenese relevanten 
zytokinproduzierenden Zellen befinden. Daher währe denkbar, dass ICOS ein 
potentiell interessantes Zielmolekül für die Modulation dieser speziellen 
T-Zellpopulation sein könnte.  
 
Eine deutliche Beeinflussung der IL-17 Produktion war in dem hier untersuchten 




konnte gezeigt werden, dass IL-17 ein entscheidendes Zytokin in der 
Arthritispathogenese dieser Modelle ist (Hirota et al. 2007, Lubberts et al. 2005). Es 
ist denkbar, dass auch in diesen Modellen die ICOShigh T-Gedächtniszellen die IL-17 
produzierenden Zellen sein könnten. Möglicherweise könnte auch in diesen Modellen 
durch Blockade der Interaktion mit ICOSL die IL-17 Produktion reduziert werden.  
In einer der beiden früheren Arbeiten zur Rolle von ICOS im Modell der CIA wurde 
die IL-17 Produktion nicht untersucht (Iwai et al. 2002). Auch die Arbeiten zur Rolle 
von ICOS im Modell der EAE stammen aus einer Zeit in der die entscheidende 
Bedeutung von IL-17 für die Pathogenese noch nicht bekannt war (Rottman et al. 
2001, Dong et al. 2001). Eine Betrachtung der Korrelation von ICOS mit der 
Produktion von IFN-γ ohne IL-17 macht es aus heutiger Sicht schwierig, die 
Ergebnisse dieser Arbeiten vollständig zu interpretieren.  
Die Ergebnisse meiner Arbeit lassen weiterführende Arbeiten zum Einfluss der 








Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen, dass eine frühzeitige Blockade 
der ICOS-ICOSL Interaktion zu einem massiv abgeschwächten Verlauf der G6PI 
Arthritis führt. Neben ICOS gehört zur CD28-Familie auch das inhibitorisch wirkende 
Molekül CTLA4, mit dem als rekombinant hergestelltem Fusionsprotein (Abatacept®), 
bereits viel versprechende Blockadeexperimente in RA Patienten durchgeführt 
wurden. Die Kombination von Biologicals mit MTX erzielte generell bessere 
Behandlungserfolge als eine Monotherapie, während die Verwendung zweier 
Biologicals keine Heilung oder Verbesserung der Therapieerfolge erbrachte, dafür 
allerdings ein höheres Infektionsrisiko entstand (Smolen et al. 2007). Diese 
Ergebnisse zeigen, dass durch Kombinationen Modulationen des Krankheitsverlaufs 
erzielt werden können, wobei der derzeitige Kenntnisstand nicht ausreicht, um 
zielgerichtet synergistisch wirkende protektive Effekte zu erreichen. Deshalb ist ein 
tiefergreifendes Verständnis der zu Grunde liegenden Mechanismen von 
entscheidender Bedeutung, wozu weitere Forschungen notwendig sind. Daraus 
könnten Therapiemöglichkeiten resultieren, die eher zu einer vollständigen Heilung 
als zu einer Progressionverhinderung der Erkrankung führen, was dann die deutlich 
höheren Kosten einer Therapie mit Biologicals rechtfertigen könnte. 
 
Die Ergebnisse meiner Untersuchungen könnten ein Erfolg versprechender Beginn 
einer generellen Eignung der ICOS-ICOSL Blockade für einen theoretisch möglichen 
Einsatz als Biological sein. Bei Blockade von ICOSL konnte im Tierexperiment eine 
deutlich verminderte IL-17 Produktion der CD4+ Zellen nachgewiesen werden. 
Sowohl im Tiermodell als auch im Menschen wurde kürzlich die wichtige Rolle von 
IL-17 für die Arthritisinduktion beschrieben. Dieses Zytokin, welches auch in der 
Synovialflüssigkeit von RA Patienten detektiert werden konnte, ist unter anderem für 
die Aktivierung der Synoviozyten von großer Bedeutung. Eine Kombination der 
Blockaden von TNF-α und IL-17 wäre nach heutigem Stand der Forschung viel 
versprechend. Aus meinen Untersuchungen ergeben sich Anhaltspunkte dafür, dass 
die Blockade der ICOS-ICOSL Interaktion einen Einfluss auf die antigenspezifischen 




Diese Zusammenhänge sollten in weiterführenden Experimenten näher 
charakterisiert werden. 
Die Bedeutung von IL-17 auf die Pathogenese der Arthritis könnte durch Applikation 
eines IL-17 Antikörper in G6PI immunisierte Mäuse verifiziert werden. Wenn die 
Hypothese richtig sein sollte, dass die klinischen Effekte der ICOSL Blockade auf die 
Beeinflussung der antigenspezifischen IL-17 (± TNF-α) produzierenden Zellen zurück 
zu führen sind, dann müssten ähnliche klinische Effekte bei IL-17 Antikörperblockade 
auftreten. 
Zukünftige Untersuchungen sollten eine Charakterisierung der 
Effektorzellpopulationen im Gelenk einschließen, da hier auch die für die klinischen 
Manifestationen entscheidenden Pathogenesevorgänge ablaufen. Hier würden sich 
beispielsweise immunhistochemische Analysen von Gelenkschnitten anbieten. 
ICOS+, IL-17 produzierende Zellen könnten nach unterschiedlichen 
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